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1 . INTRODUCCIÓN
F. J. Blanco
E1 condrocito es el elemento celu-
lar del cartílago articular hialino, que
carece de vascularización e inervación
y está anclado en el hueso (hueso sub-
condral) [ 1]. Los condrocitos repre-
sentan entre el 1% y 2% del volumen
total del cartílago articular. El otro ele-
mento del cartílago, la matriz extrace-
lular, representa entre el 70%80% del
peso total y está formada por el colá-
geno, que constituye alrededor de un
50% del peso seco; los proteoglicanos,
entre un 30-35%, y las proteínas-no-
colágeno, que representan entre 15-
20% [2].
Los cambios que ocurren durante el
envejecimiento en el cartílago articu-
lar incluyen el deterioro de las propie-
dades mecánicas, el descenso de la
celularidad, el descenso del grosor del
cartilago, la alteración de la matriz
extracelular y de la función del con-
drocito. Los condrocitos representan
la única célula que está presente en el
cartílago maduro y son los responsa-
Óxido Nítrico y condrocítos
bles del mantenimiento y reparación
del tejido articular [2].
La reducción del número de células
con el envejecimiento del cartílago
articular y la producción alterada de la
matriz extracelular por las células con-
tribuyen a la patogénesis de la des-
trucción del cartílago y a la aparición
de la artrosis [3, 4]. El cartílago proce-
dente de los cóndilos femorales de
donantes viejos muestra un descenso
en la densidad celular de aproximada-
mente el 50%. Existe una relación
entre el descenso en el número de
células con la edad y la presencia de
fibrilación en el cartílago. El número
de lagunas libres en el cartílago tam-
bién aumenta con la edad. El cartílago
normal de las articulaciones artrósicas
es igualmente hipocelular comparado
con el cartí^ago no artrósico. La reduc-
ción de la celularidad no está limitada
a zonas de carga, ya que se han hallado
cambios similares en el cartílago hiali-
no aritenoideo [4].
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La apoptosis es un tipo de muerte
celular que ha sido definida como un
proceso activo, regulado genéticamen-
te y que origina la autodestrucción de
la célula [5-7]. En la mayoría de los
tejidos, la división celular se produce
continuamente, sin un aumento del
tamaño del órgano y sin que se desa-
rrolle ningún tumor, lo cual sugiere
que el grado de división está equilibra-
do por el grado de muerte celular. Este
equilibrio se mantiene gracias a la
apoptosis.
La apoptosis se produce en muy
diversas situaciones fisiológicas, como
la embriogénesis, y juega un papel
importante en la homoestasia de los
tejidos normales. En el envejecimiento
aparece una eventual pérdida del con-
trol apoptótico y una acumulación de
errores que deberían ser eliminados en
los organismos más jóvenes [8, 9].
Se ha apuntado la ruptura en el
equilibrio entre supervivencia y apop-
tosis celular como posible responsable
de gran número de enfermedades: cán-
cer (como la hipertrofia prostática y el
linfoma de células B), enfermedades
neurodegenerativas (como la enferme-
dad de Alzheimer, enfermedades cardí-
acas), alteraciones del sistema inmu-
nológico (como la diabetes mellitus
tipo I o el SIDA), enfermedades reu-
matológicas (como la artritis reuma-
toide, el lupus eritematoso sistémico y
la artrosis) [ 10, 11 ] .
E1 Óxido Nítrico (NO) es un radi-
cal gaseoso e inorgánico involucrado
en distintas respuestas biológicas
Óxido Nítrico y condrocitos
incluyendo mecanismos de defensa no
específicos, regulación del tono vascu-
lar y neurotrasmisión [ 12,13]. Además,
los estudios más recientes muestran
que el NO es un inhibidor del creci-
miento de muchos tipos celulares, y
media el efecto antiproliferativo de
otros factores, tales como IL-1 [14]. Así
mismo, el NO inhibe la función secre-
tora de algunas células.
La síntesis de NO forma parte del
programa catabólico en los condroci-
tos. Esta aiirmación está avalada por
el hecho de que la expresión de la
forma inducible de la enzima óxido
nítrico sintetasa (iNOS) es estimulada
por la IL-1 y el TNF-a, pero no por el
factor de crecimiento TGF^3, el factor
de crecimiento derivado de las plaque-
tas (PDGF) o el factor insulínico del
crecimiento (IGF) [ 15,16] . En el con-
drocito se ha demostrado que el NO
inhibe la síntesis y secreción de prote-
oglicanos [17]. Algunos fármacos
capaces de liberar NO (NO exógeno),
así como NO endógeno inducido por la
IL-1, pueden también incrementar la
síntesis de la prostaglandina E2 (PGE2)
[ 18] y causar apoptosis en los condro-
citos [ 19].
En este trabajo estudiamos el efecto
del NO sobre el condrocito articular
humano, principalmente en su acción
sobre la capacidad proliferativa de la
células y en su efecto citotóxico. Así
mismo, analizamos los mecanismos
básicos de la regulación de la enzima
iNOS en los condrocitos articulares
humanos durante el envejecimiento
del cart^lago articular humano.
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BIBLIOGR ^4FICA
F. J. Blanco Óxido Nítrico y condrociíos
EL CONDROCITO ARTICULAR HUMANO
El condrocito es el elemento celular
del cartílago articular hialino que care-
ce de vascularización e inervación y
está anclado en el hueso (hueso sub-
condral) [ 1]. Los condrocitos represen-
tan entre el 1% y 2% del volumen total
del cartílago articular. El otro elemento
del cartilago, la matriz extracelular,
representa entre el 70%-80% del peso
total y está formada por el colágeno,
que constituye alrededor de un 50% del
peso seco; los proteoglicanos, entre un
30-35%, y las proteínas-no-colágeno,
que representan sobre un 15-20%.
El condrocito es el responsable de la
síntesis y del mantenimiento de la
matriz extracelular. Varía en tamaño,
forma y número por volumen de tejido
desde la superficie hasta las capas pro-
fundas. Ocupa un lugar dentro de la
matriz cartilaginosa, al que llamamos
"laguna". La unidad funcional del cartí-
lago es el condrón, que está formado
por el condrocito, la laguna y la matriz
extracelular que rodea a la laguna [ 1].
Los estudios con microscopio electró-
nico muestran cómo las fibras de colá-
geno llegan desde la matriz hasta el
borde de las lagunas, atraviesan estas y
contactan con la membrana citoplas-
mática de la célula [20]. Los condroci-
tos poseen escasas mitocondrias,
hecho que se explica por el reducido
consumo de oxígeno de estas células.
Las células de la capa profunda no cal-
cificada poseen un desarrollado retícu-
lo endoplásmico y aparato de Golgi
para la síntesis de proteínas y la sulfa-
tación de los mucopolisacáridos [ 1].
Aunque no es frecuente la división
celular, se puede observar en determi-
nados cartílagos adultos como res-
puesta a ciertas agresiones.
La combinación de estos cuatro ele-
mentos (células, colágeno, proteoglica-
nos y proteínas-no-colágeno) propor-
ciona al cartilago articular sus especia
les características. El colágeno que
posee este cartílago es de tipo II;
estructuralmente está formado por tres
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cadenas alfa-1 [a-1 (II)3] en su molécu-
la triple helicoidal [21]. Estas cadenas
tienen más residuos de hidroxilisina
que el colágeno tipo I, y muchos de
esos residuos están glicosilados. El
análisis con microscopio electrónico
ha demostrado que en las capas super-
ficiales del caí^lago el colágeno adop-
ta una orientación horizontal, las fibras
están más compactas y su diámetro es
menor. Esta orientación protege al car-
tílago de la abrasión, al tiempo que
transmite las fuerzas de compresión
desde la superficie hacia sus márgenes.
El contenido de colágeno en el cart^la
go disminuye de manera progresiva
desde las capas superf'iciales hasta las
más profundas. En las capas profun-
das, las fibras de colágeno están más
separadas, su diámetro es mayor y se
encuentran alineadas de forma verti-
cal. Las fibras se continúan con las
fibras de cartílago calcificado, pero no
con las del hueso subcondral. La dispo-
sición del colágeno permite la reten-
ción de los proteoglicanos, formando
así un entramado en la matriz extrace-
lular. Además del colágeno tipo II, el
cartílago articular cuenta, aunque en
menor cuantía, con otros colágenos,
como el IX y el X.
Los proteoglicanos son moléculas
formadas por proteínas y glucosamino-
glicanos [22]. Se disponen entre las
fibras de colágeno y la mayoría de ellos
existen como grandes agregados de
moléculas formadas por un núcleo cen-
tral de ácido hialurónico, al que se
unen, a través de las proteínas de
unión, otras proteínas (agrecán, deco-
rín, biglicán) que llevan pegadas dife-
rentes cadenas lineales de mucopolisa
cáridos. Los principales mucopolisacá-
ridos son el condroitín 4-sulfato (C4-S),
Óxido Níírico y condrocitos
el condroitín-6 sulfato (C6-S) y el kera
tán sulfato. La proporción en la que
aparecen estas diferentes moléculas
varía a lo largo de la vida y de la locali-
zación. Así, por ejemplo, la proporción
de C4-S es mayor en los niños, mien-
tras que la de keratán sulfato es mayor
en individuos ancianos y en las capas
profundas del cartí^ago articular.
Además de las proteínas que consti-
tuyen la matriz extracelular, los con-
drocitos pueden sintetizar una serie de
proteínas y enzimas cuya función es de
especial relevancia en la homoestasia
del cartilago articular. Entre las enzi-
mas destacan los grupos de las metalo-
proteasas (MMP), las serinoproteasas y
las tiolproteasas.
Metaloproteasas. Dos son los tipos
básicos de MMP que intervienen en la
destrucción del cartílago: las colagena-
sas y las proteoglicanasas. Las colage-
nasas son un grupo de enzimas con
capacidad para degradar la triple héli-
ce del colágeno [23]. En el ser humano
se han identif'icado tres formas diferen-
tes de colagenasas: la colagenasa tisu-
lar (MMP-1), la del neutrófilo (MMP-8)
y la MMP-13. La colagenasa es la enzi-
ma responsable de la ruptura de la red
de colágeno en la OA, lo que explica la
detección in situ de elevados niveles
de colagenasa (proteína y mRNA) en
cart^lago de pacientes con OA [24] . Así
mismo, se estableció una relación
entre los niveles de colagenasa y la
severidad de las lesiones de OA en el
cart^lago [25]. En lo que se refiere a las
proteoglicanasas, se han identificado
dos formas: la neutra (estromelisina) y
la ácida. En ambos casos se produce
un incremento cuantitativo de estas
enzimas en el cartilago con OA, así
como una relación proporcional de su
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nivel con la severidad de las lesiones
[26]. La estromelisina tiene una doble
función en la patogénesis de la OA: por
una parte, produce un perf'^l de frag-
mentación de los proteoglicanos seme-
jante al que se encuentra en la OA; por
otra, es también capaz de activar la
procolagenasa. La actividad biológica
de las metaloproteasas se ve controla
da por inhibidores fisiológicos, llama
dos inhibidores tisulares de las meta-
loproteasas (TIMP-1 y TIMP-2). E1
TIMP-1 aparece en el cartí^ago normal
y es sintetizado por los condrocitos,
mientras que en el cartílago artrósico
se produce un desequilibrio entre la
cantidad de TIMP-1 y las MMP, de lo
que resulta un déficit relativo en la
cantidad del inhibidor [27] .
Serinoproteasas. Pertenecen al
grupo de los activadores del plasminó-
geno (PA)/plasmina. Estas enzimas son
capaces de activar la colagenasa, para
lo cual requieren la presencia de la
estromelisina. En el cartílago artrósico,
se detectaron niveles elevados de estas
enzimas, así como un descenso de la
proteína encargada de neutralizar su
función, el inhibidor fisiológico del
activador del plasminógeno (PAI-1)
[26].
Tiolproteasas. Pertenecen al grupo
de las catepsinas (D y B). La catepsina
B es una enzima lisosomal que produce
degradación del colágeno y de los pro-
teoglicanos, al tiempo que activa las
MMP. Actúa principalmente en el área
pericelular. En el cartílago artrósico,
los niveles de catepsina B son más ele-
vados, y se puede observar una mayor
actividad en las lesiones del cartilago,
junto con un descenso de la actividad
de la proteasa inhibidora de esta enzi-
ma [26]. El desequilibrio entre estas
Óxido Nítrico y condrocitos
dos proteínas (enzima e inhibidor de la
enzima) puede asimismo influir de
forma decisiva en la degradación del
cartilago.
1.1 Las citoquinas y el condrocito
articular humano.
En el condrocito se pueden distin-
guir dos programas cualitativamente
diferentes, el programa catabólico y el
anabólico [2, 28]. El primero es induci-
do por estímulos proinflamatorios y se
caracteriza por la secreción de protea-
sas, la supresión de la síntesis de la
matriz extracelular y la inhibición de la
proliferación de los condrocitos. El
anabólico, por su parte, se asocia a la
secreción de citoquinas antiinflamato-
rias, síntesis de inhibidores de las pro-
teasas, producción de la matriz extra-
celular y proliferación celular [28, 29].
La activación de los condrocitos y la
inducción de las respuestas anabólicas
y/o catabólicas son funciones realiza-
das por las citoquinas y por los factores
de crecimiento.
La interleuquina-1(IIrl) es el prototi-
po de estímulo capaz de inducir res-
puestas catabólicas en el condrocito
articular humano [30]. La Ilrl estimula
la expresión de determinadas protea
sas, como la estromelisina, la colagena-
sa y el factor activador del plasminóge-
no [31]. La Ilrl suprime la expresión del
ARNm del alfa 1(II) procolágeno y del
colágeno tipo II, y la síntesis de proteo-
glicanos en el condrocito [32]. La Ilrl
inhibe la hipertrofia del condrocito y el
inicio de la calcificación durante la osi-
ficación del cartilago. La Ilrl es un
potente inhibidor de la proliferación
del condrocito inducida por el suero 0
por el factor transformador del creci-
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miento-^3 (TGF^3). La suma de todos
estos efectos (la inhibición de la sínte-
sis de la MEC y la proliferación celular
por un lado, y la inducción de protea-
sas por otro) da como resultado final la
reabsorción del cartílago, resultado
que se ha visto confirmado por los
efectos de la inyección intra-articular
de la citoquina [33]. La IL-1 es también
un potente inductor de la síntesis de
prostaglandinas, efecto que se explica
por la inducción de la expresión del
gen de la enzima ciclooxigenasa II
(COX-II) [34].
La formación de la matriz extracelu-
lar (MEC) del cartilago es estimulada
por factores de crecimiento tales como
el TGF(3, el IGF y el FGF (factor fibro-
blástico del crecimiento). E1 TGF^3
aumenta la síntesis del colágeno tipo II,
IX y de los proteoglicanos. El TGF^i no
estimula la producción de metaloprote-
asas, pero sí incrementa la expresión
de la enzima inhibidora de las metalo-
proteinasas (TIMP) en los condrocitos
[35]. Entre los factores conocidos del
crecimiento, el TGF^3 es el estímulo
más potente capaz de inducir prolifera-
ción en los condrocitos. Además de
inducir la proliferación de los condro-
citos, la expresión del gen del TGF(3
también favorece la calcificación de la
matriz extracelular y la formación de
hueso.
Como resumen, el mantenimiento
de la homeostasia de la matriz en el
cartílago del adulto sano requiere un
normal turnover de los componentes
de la matriz, principalmente colágeno y
proteoglicanos. Los condrocitos y los
sinoviocitos de estirpe fibroblástica
son estimulados a través de sus recep-
tores de membrana por las citoquinas,
para producir proteasas de la matriz y
Óxido Nítrico y condrocitos
para suprimir la síntesis de colágeno y
proteoglicanos. Así pues, las citoqui-
nas no sólo favorecen la destrucción
del cartílago, sino que también inhiben
su reparación. Existe un grupo de pro-
teínas capaces de contrarrestar los
efectos de las citoquinas, bien bloque-
ando la unión entre la citoquina y el
receptor, o bien inhibiendo la síntesis
local de citoquinas o convirtiendo la
citoquina en una forma inactiva.
Además, diversos factores de creci-
miento, tales como TGF^i, pueden con-
traponerse al efecto de las citoquinas,
estimulando la síntesis de matriz o de
los inhibidores naturales de la degra-
dación del cartílago.
1.2. La celularidad del cartílago.
La principal diferencia en la celulari-
dad del cartílago articular es vista
entre el cart^lago fetal y el del adulto.
El cartílago de la epífisis fetal contiene
alrededor de 24 millones de células por
gramo de tejido, mientras que en el
adulto es de alrededor de medio millón
[36]. Quintero y col. analizaron los cón-
dilos femorales de 77 autopsias y
observaron aproximadamente una
reducción del 50% en la densidad celu-
lar en los cartílagos procedentes de
donantes mayores de 40 años, en com-
paración con los donantes más jóvenes
de 40 años [3]. Esta diferencia fue vista
tanto en las capas superficiales como
en las zonas calcificadas. El número de
lagunas vacías también aumenta con la
edad.
La OA es la enfermedad más fre-
cuente del aparato locomotor en los
humanos, y está asociada a cambios en
la composición de la matriz extracelu-
lar y en la celularidad. Vignon y col.
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observaron una correlación entre la
reducida celularidad del cart^lago y el
incremento de las fibrilaciones [4].
Aparentemente el cartílago normal en
las articulaciones artrósicas es tam-
bién hipocelular comparándolo con
muestras no artrósicas. La reducida
celularidad no está limitada a las arti-
culaciones que soportan carga, pues
también se ha observado en el cart^la-
go hialino del aritenoides [37]. El
número de lagunas vacías también
aumenta con la edad, y existe una
correlación entre los cambios artrósi-
cos, la celularidad y el envejecimiento.
Dichas observaciones parecen suge-
rir que, bajo condiciones de reducida
celularidad, hay un menor número de
células productoras de MEC. Esto
puede ser uno de los factores que influ-
yen en la escasa capacidad de repara-
ción por parte de los condrocitos en
los cartílagos de la genté anciana.
1.3 E1 condrocito en el cartílago
artrósico.
Durante el desarrollo de la OA el
principal evento que se produce a nivel
de la articulación es el deterioro del
cartílago articular. Histológicamente el
cartílago artrósico se caracteriza por:
reducción de los proteoglicanos,
aumento de agua, y multiplicación y
migración de los condrocitos forman-
do clones. En fases avanzadas, el
número de condrocitos se reduce y
aumenta el número de laguna vacías.
No suelen producirse alteraciones en
la red de colágeno. Howell ha sugerido
tres posibles explicaciones acerca de
los mecanismos de destrucción del car-
tílago [38]. Una de ellas considera la
OA como consecuencia de una insufi-
Óxido Nítrico y condrocitos
ciencia del cartí^ago articular debida al
envejecimiento, a un traumatismo o a
una alteración primaria de la matriz.
Una segunda explicación atribuye la
OA a una alteración del condrocito en
el equilibrio entre la síntesis y la degra-
dación de la matriz. F`inalmente, la ter-
cera hipótesis considera el remodelado
óseo, la respuesta sinovial, microfrac-
turas, cambios vasculares y otros fac-
tores exteriores al cartílago como ini-
ciadores primarios de la enfermedad,
afectándose el cartílago de forma
secundaria.
Independientemente de cuál sea la
verdadera hipótesis, lo que parace pro-
bado es que el condrocito intenta en un
primer momento reparar las alteracio-
nes que sufre el cartílago aumentando
la síntesis de colágeno y proteoglica-
nos, pero este esfuerzo resulta fallido y
se incrementa la síntesis de proteina-
sas, al tiempo que se reduce la síntesis
de los inhibidores de las proteinasas.
Se produce así la ruptura del cartilago,
lo que da lugar a la liberación de peque-
ños fragmentos que alcanzan el liquido
sinovial. Los sinoviocitos del tipo A
fagocitan estos fragmentos de matriz
extracelular y producen citoquinas,
como la IL-1, u otros productos proin-
flamatorios que intensifican la degra-
dación del cartílago. Estos mecanis-
mos se pueden perpetuar, ya que los
condrocitos responden a varias cito-
quinas aumentando la degradación de
la matriz.
La función y el mecanismo de
acción de las citoquinas en la progre-
sión de la OA han recibido una especial
atención, debido a la estrecha interac-
ción existente entre el cartíZago articu-
lar y el tejido sinovial en la patofisiolo-
gía de la enfermedad. En el caso de la
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artritis reumatoide es bien conocida la
acción de las citoquinas en la patofisio-
logía de la destrucción del cartílago
[39]. Sin embargo, su función en la OA
no ha sido todavía estudiada con tanta
profundidad, por lo que aún no se ha
establecido la asociación entre las cito-
quinas y los cambios en vivo en la arti-
culación artrósica.
Ciertos estudios inmunohistoquími-
cos mostraron que, en un cart^lago nor-
mal, la IL-1 se encontraba en un reduci-
do número de condrocitos; en el cartí-
lago artrósico, por el contrario, se obtu-
vieron tinciones significativamente
positivas para ambas formas de la IIrl,
en la mitad superior del cart^lago de los
condrocitos y en la matriz extracelular.
Por otra parte, los condrocitos aislados
de cart^lagos normales y artrósicos libe-
ran espontáneamente IL-6, y algunos
análisis inmunohistoquímicos revelan
la presencia de esta citoquina en el car-
tlZago humano artrósico [40].
Dado que la IL-1 y el TNF-a indu-
cen reabsorción del cart^lago in vitro e
in vivo, su función en la patogénesis
de la OA es obvia. El problema reside
en saber qué lugar ocupa en el proceso
completo de la patogénesis de la OA.
Los estudios inmunohistoquímicos del
cartílago artrósico ponen en evidencia
la presencia de estromelisina y colage-
nasa, así como IL-1 y TNF-a en el cito-
plasma de los condrocitos. De este
modo, el proceso de inhibición/activa-
ción de las metaloproteasas en la OA
podría estar modulado por la citoqui-
nas.
El desequilibrio entre la TIMP-1 y las
metaloproteasas del cartílago artrósico
puede ser inducido [27] por la IL-1, ya
que esta citoquina produce in vitro
Óxido Nítrico y condrocitos
descenso de la síntesis de TIMP-1 e
incremento de la síntesis de las metalo-
proteasas en los condrocitos articula-
res. De igual manera, también el siste-
ma PA/plasmina parece estar regulado
por la IL-1.
Además, la IIr 1 puede intervenir en
los fenómenos proliferativos de la OA,
como los osteofitos, ya que estimula la
proliferación de células osteoblásticas
humanas, favoreciendo así la forma-
ción de hueso periarticular [31 ]. El
TGF^3 también puede contribuir a la
formación de los osteofitos en las arti-
culaciones artrósicas. El TGF^i es el
único factor conocido capaz de estimu-
lar la liberación de pirofosfatos en los
condrocitos humanos y de conejo, lo
que apoya la hipótesis de que este fac-
tor interviene en la patogénesis de la
enfermedad por depósito de CPPD.
1.4. La proliferación del condrocito
y el envejecimiento del cartílago
articular humano.
El cartilago articular humano es uno
de los tejidos que muestra una mayor
prevalencia de patología relacionada-
con la edad. El envejecimiento de las
articulaciones está asociado a un des-
censo en el grosor del cartl7ago -en su
celularidad-, así como a cambios en
la composición de la matriz extracelu-
lar y en la función de los condrocitos.
Diversos autores han estudiado ya la
reducida celularidad del cartílago
envejecido y la producción alterada de
los componentes de la MEC en las
células de las personas de edades avan-
zadas, considerando estos factores
posibles causas de la OA [41]. La dis-
minución de condrocitos puede venir
explicada por la muerte celular o por la
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incapacidad de las células para multi-
plicarse y, en consecuencia, para man-
tener la celularidad del tejido, así como
la homostasia de la matriz extracelular.
Conceptualmente, estos cambios podrí-
an ser, al menos en parte, el resultado
de una alteración en la proliferación del
condrocito durante el envejecimiento.
Por otra parte, se ha analizado la
relación entre la proliferación de los
condrocitos y el envejecimiento en
células de modelos animales con dife-
rentes edades, y con mayor exhaustivi-
dad en subcultivos in vitro como un
modelo para la senescencia de los con-
drocitos. Evans y Georgescu [42] mos-
traron que el potencial de proliferación
in vitro de los condrocitos articulares
disminuye con la edad y que, al igual
que ocurre en otros tipos celulares, los
condrocitos pueden realizar sólo un
limitado número de divisiones celula
res in vitro. Los condrocitos de conejo
también mostraron con la edad un des-
censo en el grado de replicación y un
incremento en el volumen celular [43].
El envejecimiento in vitro de los con-
drocitos procedentes de conejos jóve-
nes está asociado a un descenso en la
capacidad de proliferación durante el
subcultivo, alcanzando la senescencia
de las células en el pase número 8[44].
El grupo de Martin Lotz estudió in
vitro los cambios en la respuesta pro-
liferativa de los condrocitos humanos
durante el envejecimiento, demostran-
do que el TGF^3 es el principal factor
de crecimiento en el cartílago articu-
lar humano normal. Las tres isoformas
de TGF^i (-1, -2, -3) actúan igual y son
más potentes que el PDGF, bFGF y
IGF-1 [45].
Óxido Nítríco y condrocitos
En 1995, nosotros demostramos que
la capacidad proliferativa de los con-
drocitos procedentes de donantes de
edades comprendidas entre los 60 y los
70 años representa tan sólo el 20% de la
proliferación detectada en los donan-
tes de 30 años [46]. Esta idea se vio
confirmada, tanto cuando utilizamos
suero, como cuando empleamos los
factores de crecimiento para estimular
la proliferación de los condrocitos.
Este descenso en la capacidad prolife-
es superior a la observada en la mayor
parte de los tipos celulares.
Todos los factores de crecimiento,
para ser efectivos en la inducción de la
proliferación de los condrocitos,
requieren la presencia de suero. Sin
embargo, la respuesta a este factor de
crecimiento tiene algunas peculiarida-
des, ya que su efecto depende de la
especie, del tejido y del tipo de cartíla-
go. Por ejemplo, el efecto de TGF^i en
los condrocitos fetales humanos tiene
un efecto proliferativo sobre el cartíla-
go articular, pero no sobre el cartílago
costal [47].
Los diversos estudios llevados a
cabo han sugerido diferentes mecanis-
mos para explicar este descenso en la
respuesta proliferativa. En algunos sis-
temas, el TGF^i puede estimular la pro-
liferación celular, porque induce el
PDGF como un factor de crecimiento
autocrino. Probablemente otros meca-
nismos se encuentren también involu-
crados, como por ejemplo el hecho de
que la expresión de los receptores de
superficie celular pueda estar reduci-
da. Una explicación más razonable es
que existe un cambio en la señalización
post-receptor [29].
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EL ÓXIDO NÍTRICO
El Óxido Nítrico (NO) es un radical
libre gaseoso, sintetizado a partir de la
oxidación del aminoácido L-Arginina por
una familia de enzimas llamadas Sinte-
tasas del Óxido Nítrico (NOS).
En 1987 dos grupos de investigadores,
uno inglés y otro norteamericano [ 12, 13],
llegaron, de forma independiente pero
simultá.nea, a la conclusión de que el
Factor Relajante Derivado del Endotelio
(EDRF), descubierto en 1980 por
Furchgott y Zawadsld, era el NO..
Desde entonces esta mólecula ha
sido investigada en diversos estudios y
se le han atribuido diferentes funciones:
actúa como un mensajero neurólogico
en la erección del pene [48]; causa la
relajación de músculo liso; inhibe la
agregación de las plaquetas [49]; inhibe
la adhesión de los leucocitos; interviene
en la capacidad tumoricida y bacterici-
da de los macrófagos [50]; interviene en
los procesos de neurotóxicidad y neu-
roprotección [51]; inhibe la prolifera-
ción celular.
2.1 Genes de NO.
El NO es sintetizado en las células de
los mamíferos por una familia de tres
enzimas llamadas Sintetasas del Óxido
Nítrico (NOS). Esta familia de enzimas
ha recibido diversas nomenclaturas. La
nomenclatura utilizada inicialmente se
basaba en las primeras observaciones,
según las cuales la síntesis del NO se
producía principalmente en células no
activadas, aunque se podría inducir su
síntesis si se sometían a estímulos induc-
tores. Así, se utilizó la clasificación de
inducible (iNOS), localizada principal-
mente. en. los macrófagos, y constitutiva
(cNOS), localizada en las neuronas
(nNOS) y las células endoteliales (eNOS).
Sin embargo, ahora sabemos que el
grado de expresión genética de las dos
formas constitutivas (nNOS y eNOS)
puede ser también inducida por diferen-
tes estímulos fisiológicos, y que la forma
inducida (iNOS) funciona asimismo
como una enzima constitutiva en deter-
minadas condiciones fisiológicas en
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algunas células [52]. Por este motivo
actualmente no es totalmente aceptada
la clasificación de inducible versus
constitutiva, y algunos autores prefie-
ren la clasificación que hace referencia
a cada uno de los tejidos en los que ori-
ginalmente se aislaron los cDNA y las
proteínas de las isoformas de la enzi-
ma: nNOS (neuronas); iNOS (macrófa
gos); eNOS (endotelio) [53].
El nNOS fue originalmente purifica-
do y clonado en el tejido neuronal. Sin
embargo, hoy sabemos que la nNOS se
localiza en otros tejidos, como el mús-
culo esquelético, donde existe una gran
expresión de este gen.
El iNOS fue originalmene purificado
y clonado en una linea celular macrofá-
gica de ratón inmunoactivada, pero
actualmente se ha demostrado su pre-
sencia en múltiples tejidos y células
(músculo cardíaco, hepatocitos, glía,
condrocitos, etc). La enzima inducible
de los macrófagos murinos muestra
sólo un 50% de igualdad en la secuen-
cia con respecto a la enzima neuronal.
Como el NOS neuronal, el NOS macro-
fágico tiene lugares de reconocimiento
para FAD, FMN y NADPH y posee
igualmente un lugar de unión a la cal-
modulina. El mRNA del NOS macrofá-
gico está ausente en los macrófagos no
activados o en el bazo, pero se puede
detectar entre 2 y 6 horas después del
tratamiento con endotoxinas.
El eNOS, el último de las tres for-
mas aisladas, fue originalmente purif'i-
cado y clonado en el endotelio vascu-
lar. También se ha demostrado su pre-
sencia en el miocardio, las plaquetas y
el hipocampo. Este gen codifica una
proteína de 1205 aminoácidos con una
masa molecular de 133 kDa. La secuen-
Óxido Nítrico y condrocítos
cia de aminoácidos de la eNOS difiere
en numerosos residuos de la secuencia
determinada para la proteína cerebral
bovina purificada, muestra entre 50-
60% de igualdad con la secuencia de las
isoformas del macrófago murino y del
cerebro de ratas.
Claramente, la misma isoforma puede ^
tener diferentes funciones biológicas
cuando se expresa en diferentes tejidos.
Por ejemplo, el nNOS mRNA genera dos
proteínas estructuralmente diferentes
cuando la enzima está localizada en las
neuronas o en el músculo esquelético
[54]. Otro ejemplo de regulación espe-
cífica del tejido es la que tiene lugar
con la eNOS en las células endoteliales
y en el miocardio [55]. Por otra parte, la
complejidad de la catálisis de NOS,
reflejada por la diversidad de cofacto-
res y cosubstratos de NOS, confirma
también la existencia de importantes
diferencias entre los tejidos y sus
mecanismos de regulación.
A pesar de estas diferencias, existen
también datos relevantes desde el
punto de vista bioquímico que son
comunes a las tres isoformas. En ellas,
aproximadamente el 55% de los amino-
ácidos que forman la secuencia son
iguales, en particular aquellas regiones
de las proteínas que intervienen en la
reacción enzimática [56]. Las diferentes
formas de la enzima tienen un esquema
similar de la zona catalíca, lo que afecta
a la oxidación de los cinco electrones
del nitrógeno terminal guanídinico del
aminoácido L-Arginina para formar NO
y L-citrulina. En esta reacción compleja
se necesitan oxigeno y NADPH como
substratos, así como numerosos cofac-
tores redox, entre los que se incluyen
FAD, FMN, tioles reducidos y tetrahi-
drobiopterinas.
20
F. J. Blanco
En las tres formas de la enzima, la
síntesis de NO depende de la capaci-
dad de la enzima para unirse a la prote-
ína reguladora del calcio, llamada cal-
modulina. Para que eNOS y nNOS se
unan a la proteína calmodulina y que,
en consecuencia, se activen, es necesa
rio un incremento en la concentración
de Ca2+ intracelular. Por el contrario,
la iNOS requiere bajas concentraciones
de Ca2+ intracelular para unirse a la
calmodulina con alta afinidad. De esto
se deduce que la actividad de la eNOS
y la nNOS está en gran parte modulada
por los cambios intracitoplasmáticos
de Ca2+, mientras que la actividad de
la iNOS en células inmunoactivadas no
depende de forma tan estricta de las
concentraciones de calcio. Esto llevó a
pensar que las .primeras eran calcio-
dependientes y la última era calcio-
independiente. Hoy sabemos que esto
no es cierto, y que lo que existe en rea-
lidad es una diferencia en la concentra-
^ción del calcio necesario para unirse a
la calmodulina [57, 58].
2.2 Clonación de la NOS induci-
ble de los condrocitos.
El grupo de Salvador Moncada [59] y
el de Martin Lotz [60] aislaron y clona
ron el gen que sintetiza la enzima iNOS
en los condrocitos articulares huma-
nos. Todos los análisis sobre la NOS
por los condroĉitos articulares huma-
nos dieron como resultados las carac-
terísticas de una NOS inducible.
La iNOS de los condrocitos huma-
nos es una proteína de 1.153 aminoáci-
dos de longitud, tiene una homología
de178% con el cADN de la forma clona-
da de los macrófagos y un 88% con la
proteína. Con respecto a la nNOS y la
Óxido Nítrico y condrocitos
eNOS existe una homología del 50%
para el cADN y de165% para la proteí-
na. Esta forma de iNOS conserva tam-
bién los lugares de unión para los
cofactores FMN, FAD, FADH y
Ca2+/calmodulina. La homología de la
iNOS de los condrocitos articulares
humanos con el iNOS de los hepatoci-
tos es altísima, prácticáxnente el 100%
[61]. Los condrocitos articulares
humanos en reposo (sin estímulo) no
expresan este gen. La expresión de
iNOS puede ser inducida por la esti-
mulación con un único estímulo (IL-
1^i, TNF-a, LPS), lo que la diferencia
claramente del hepatocito humano, en
el que es necesario combinar varios
estímulos.
2.3 Regulación de las isoformas
de NOS.
La actividad de la enzima NOS
puede ser manipulada actuando a dis-
tintos niveles de la reacción enzimática
que ocasiona la síntesis de NO:
Calcio y calmodulina. La regula-
ción de las tres isoformas de NOS varía
de unas a otras. La concentración de
Ca2+ intracelular es uno de los facto-
res que influye en la activación de la
enzima NOS. Las isoformas eNOS y
nNOS se vuelven totalmente activas
con concentraciones de Ca2+ mayores
o iguales que 500 nM. Los inhibidores
de la calmodulina limitan la actividad
de la enzima constitutiva, pero no la
inducible del eNOS en la aorta de las
ratas [62]. Ambas enzimas son regula-
das por el Ca2+ libre y, al menos en
parte, por CaM [63]. Por otro lado, las
enzimas localizadas en los macrófogos
fueron identificadas en principio como
independientes del calcio y calmoduli-
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na. Posteriormente se comprobó que
esto no es totalmente cierto. La calmo-
dulina asociada a iNOS tiene una gran
afinidad por el Ca2+; de esta forma son
necesarios niveles muy bajos para
poder activar la enzima, y las variacio-
nes en las concentraciones no afectan a
la unión de la iNOS con la calmodulina
ni, por lo tanto, al proceso de activa
ción y desactivación de la enzima [56].
Cofactores de NOS. Todas las isofor-
mas de NOS requieren la presencia de L-
arginina, tetrahidrobiopterina, NADPH,
FAD y FMN para la plena actividad enzi-
mática y la consiguiente síntesis de
NO. Teniendo en cuenta estas necesi-
dades, se han sintetizado una serie de
fármacos capaces de inhibir la síntesis
del NO.
En el caso de la NG-monometilo-L-
arginina (L-NMMA), N-iminoetilo-L-
ornitina (L-NIO) y NG-nitro-L-arginina
metilo éster (L-NAME), la inhibición
tiene lugar porque compiten por la enzi-
ma con el verdadero sustrato de la
reacción (L-arginina). Por otra parte,
considerando la necesidad de una fla-
voproteína dependiente de NADPH, se
demostró que los inhibidores de las fla
voproteínas, como la difenileneyodo-
nium (DPI), di-2-tienilyodonium (DTI) e
yodoniumdifenil (ID), inhibían las NOS
de los macrófogos y del endotelio [64].
Regulación transcripcional. Esta
forma de modulación ha sido estudiada
con especial atención para la iNOS de
los macrófogos murinos [65]. La expre-
sión de iNOS es inducida por el IFNy y
la LPS. La LPS activa la síntesis del NO
en las células de Kupffer, síntesis que
está determinada por la producción
simultánea de PGE2 [66]. En hepatoci- ^
tos humanos se observó la inducción
Óxido Nííríco y condrociíos
de la biosíntesis de NO, después de su
estimulación con IL-l, TNF, IFN^y y
endotoxinas [67].
La exposición de cultivos primarios
de astrocitos corticales de ratas neo-
natales y de células gliales al LPS bac-
teriano dio lugar a la aparición de la
actividad de la NOS. La inducción de
NOS fue bloqueada por la actinomici-
na D. El TNF y la IL-1 activan una enzi-
ma NOS del tipo del macrófago en las
células de músculo liso. Algunas cito-
quinas y los glucocorticoides inhiben
la NOS inducible en los macrófagos
murinos. Tanto la expresión de NOS,
como la producción de NO fueron inhi-
bidas^ por la IL-10.
Los condrocitos articulares de cone-
jo producen niveles elevados de NO en
respuesta a IL-1 [15, 68]. A diferencia
de otros tipos de células, la síntesis de
NO inducida por IL-1 no fue inhibida
por glucocorticoides [68]. Sin embargo,
en los condrocitos humanos, los gluco-
corticoides poseen la capacidad de
inhibir la síntesis de NO. Los glucocor-
ticoides y el TGF^3 inhiben la expresión
de una enzima inducible (pero no de la
constitutiva) y la síntesis de NO en
determinados tipos de células, como
las del endotelio vascular, las glomeru-
lares mensagiales y las del músculo
liso [69].
La actividad de la sintetasa del
óxido nítrico cerebral puede ser regu-
lada no sólo por el balance Ca2+/cal-
modulina y ciertos co-factores, sino
también por la fosforolización. Estos
puntos de reconocimiento de la NOS
suministran múltiples mecanismos
para la regulación de los niveles del NO
y sirven de conexión entre los sistemas
de segundos mensajeros [70]. La NOS
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cerebral es fosforilizada por la proteína
ldnasa C dependiente del AMPc, y por
la proteína ldnasa II dependiente del
calcio/calmodulina. La fosforilización
por la proteína ldnasa II dependiente
del calcio/calmodulina produce una
reducción de la actividad de la enzima
sin variar los requisitos de los cofacto-
res, mientras que en la actividad de las
enzimas fosforilizadas por la proteína
ldnasa C se observa un incremento
moderado.
^nalmente, el NO formado por la
reacción de síntesis o añadido a la mez-
cla de las reacciones de las enzimas
provoca una inhibición reversible de la
actividad de la NOS. De esta manera, el
NO puede funcionar como un modula
dor de retroalimentación de su propia
síntesis [ 71 ] .
2.4 Sustancias que regulan los
niveles de NO.
Se conocen desde hace tiempo sus-
tancias que pueden modificar la sínte-
sis de NO, tanto aumentándola como
inhibiéndola.
Donantes de NO. Son compuestos
que, bien de forma espontánea a través
de una simple disociación, bien a tra-
vés de una sencilla reacción enzimáti-
ca, liberan NO. Se ha visto que los
siguientes compuestos son capaces de
liberar NO en cantidades suficiente-
mente importantes como para actuar
sobre tejidos biológicos [72]:
Nitroprusiato Sódico (SNP), Hidroxila-
mina, 3-morpholine-sydnonimine (SIN-
1) y S-nitroso-N-penicilamina (SNAP),
entre otros.
Quelantes del NO. Los quelantes son
sustancias que presentan una alta afini-
Óxido Nítrico y condrocitos
dad por el NO y lo captan antes de que
pueda llevar a cabo su función.
Ejemplos de quelantes son la hemoglo-
bina, la metahemoglobina y los radica
les libres de oxígeno [73].
Inhibidores de la síntesis de NO.
Son compuestos capaces de interferir
con la NOS y disminuir la síntesis de
NO. Son, mayoritariamente, compues-
tos derivados de la L-Arg que ejercen
una inhibición de tipo competitivo a
nivel del lugar de unión a la enzima. Los
más utilizados son: N-Nitro-L-Arginina
(L-NO-Arg), L-N-nitro Arginina metilo
éster (L-NAME), NG-Metilo-L-Arginina
(L-MeArg). Estos compuestos presen-
tan diferentes afinidades para las distin-
tas isoformas de la NOS [74] .
2.5 Efectos moleculares del NO.
En condiciones aeróbicas, el NO se
oxida espontáneamente y da lugar a su
forma inactiva, estable y definitiva, los
nitritos y los nitratos, con una vida
media de 6-10 segundos. Esta propie-
dad explica la particularidad ya descri-
ta de los mamíferos, que excretan más
nitratos de los que ingieren, especial-
mente si existe inflamación. La breve
vida media del NO limita su campo de
acción a nivel de efectos autocrinos y
paracrinos. La alta afinidad por la
hemoglobina aumenta aún más sus
límites de acción. Además, la longevi-
dad y el rango de sus efectos fisiológi-
cos pueden extenderse, debido a la for-
mación de los productos estables bio-
lógicamente activos cuando reaccio-
nan con proteínas y otras moléculas
[73, 75].
El NO presenta una alta afinidad por
los átomos de hierro, pertenecientes o
no a un grupo hemo-asociado a una
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proteína [ 76] . De esta forma, la unión
del NO con el grupo hemo- de la enzi-
ma guanilato-ciclasa provoca su activa-
ción, aumentando los niveles intracelu-
lares del GMPc en muchos tipos de
células [77]. La unión del NO con el hie-
rro unido a grupos sulf'idrilo, como en
el caso de la aconitasa y de los comple-
jos I y II de la cadena mitocondrial res-
piratoria, inhibe la fosforilación oxida-
tiva [78]. En los macrófagos, este fenó-
meno da lugar a un incremento com-
pensador del grado de glicolisis, a
pesar de la habilidad del NO para inhi-
bir la gliceroaldehído-3-fosfato dehi-
drogenasa (GAPDH) en algunas célu-
las [79]. La inhibición de la GAPDH se
produce por la activación de la enzima
ADP-ribosil transferasa, la cual origina
su ADP-ribosilación, o por la nitrosila-
ción directa de la GADPH, que produ-
ce el NO [80].
La enzima ribonucleótido reductasa
es otra enzima que contiene hierro y es
inhibida por el NO [81]. La inhibición
produce la pérdida de un radical tirosil
en el punto activo de la enzima. A1 blo-
quearse esta enzima, el NO altera la
síntesis del ADN y la división celular.
El peroxinitrito, pero no el NO, nitrosi-
la los residuos de la tirosina en la enzi-
ma superóxido dismutasa (SOD), así
como en otras proteínas que contienen
cobre [82]. El NO también es capaz de
causar alteraciones genómicas. El NO
puede inducir cambios en la secuencia
del ADN mediante un mecanismo de
deaminación de la citosina. El NO tam-
bién daña el ADN a través de reaccio-
nes de nitrosilación, que producen la ^
deaminación y causan la ruptura de las
cadenas del ADN [83].
El NO posee importantes propieda
des para combinarse ávidamente con
Óxido Nítrico y condrocitos
el anión superóxido 02- [73]. Aunque
originalmente se creyó que este anión
tenía propiedades protectoras, espe-
cialmente en respuesta a la isquemia y
la reperfusión, las más recientes inves-
tigaciones sugieren que esta reacción
puede generar también efectos des-
tructivos, particularmente el anión
peroxinitrito [84]. El peroxinitrito
puede descomponerse para formar el
radical hidroxil -OH. La producción de
tales radicales está ligada a la destruc-
ción del tejido durante la inflamación
[85]. Durante la reacción que genera
peroxinitritos, el radical libre de un
anión de superóxido derivado del oxí-
geno (02-.) inactiva el NO. Esto coinci-
de con los efectos de la SOD, un blo-
queante del superóxido (02-) que tam-
bién prolonga los efectos vasorrelajan-
tes del NO. Esta prolongación se ha
atribuido a la prevención de la reac-
ción entre 02- con el NO. De modo
opuesto, el NO puede ser considerado
como un bloqueante del anión de supe-
róxido, lo cual sugiere que el NO puede
suministrar una barrera química a los
radicales libres de citotoxicidad (02-)
[86].
El NO reacciona en presencia de
grupos tioles específicos de las proteí-
nas para formar derivados de S-nitro-
soproteínas, que tienen propiedades
parecidas a las del factor relajante deri-
vado del endotelio. El plasma humano
contiene aproximadamente 7 microM
S-nitrosotioles, de los cuales e196% son
S-nitrosoproteínas; e182% de estos últi-
mos se justif'ica como parte de la albú-
mina-S-nitrosa sérica [73, 75]. En con-
traste, los niveles de plasma del óxido
nítrico libre son de aproximadamente 3
nM. Este abundante complejo sirve
probablemente como una reserva, con
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la cual los niveles de plasma del óxido
nítrico libre -altamente reactivo y de
corta duración- pueden ser regulados
para el mantenimiento del tono vascu-
lar.
2.6. Efectos sobre el crecimiento
celular y la ^ diferenciación.
El NO inhibe la proliferación de los
linfocitos, las células mesangiales,
células del músculo liso, fibroblastos y
queratinocitos [14]. Estos efectos anti-
proliferativos se pueden observar
cuando utilizamos reactivos donantes
de NO. En varias de estas células, el
NO es en parte responsable de la inhi-
bición del crecimiento inducido por las
citoquinas u otros agentes. De modo
opuesto, los factores que estimulan la
proliferación de un cierto tipo de célu-
las a menudo inhiben la formación del
NO. El NO es un inhibidor potente de la
función ostoclástica y de la reabsor-
ción del hueso, con efectos que pare-
cen ser independientes del GMPc [87].
El NO causa la, diferenciación monocí-
tica de células de la linea celular HL-60
humana en la leucemia mieloide.
El NO es responsable, al menos en
parte, de la citotoxicidad inducida por
los monocitos y por algunas citoqui-
nas, tales como el IFNg, la IL-2, el TNF
o el LPS [88, 89]. En el SNC, el NO
media la estimulación de glutamato e
interviene en la neurotoxicidad del
glutamato [90]. La toxicidad de la IL-1
para las células beta de los islotes pan-
creáticos tiene lugar a través de la
inducción de la síntesis y de la libera-
ción del NO, que es altamente tóxico
para estas células [91]. Los mecanis-
mos que pueden explicar los efectos
citotóxicos del NO son varios, como
Óxido Nítrico y condrocitos
por ejemplo el bloqueo de la respira-
ción mitocondrial dependiente de la
glicolisis [92]. Un objetivo molecular
adicional para la acción citoestática
del NO puede ser la enzima reductasa
ribonucleótida (RR), una enzima que
limita el ritmo de la síntesis del ADN
[93].
El anión superóxido (02-) y el NO
pueden combinarse para formar un
anión de peroxinitrito (ONOO-). El
peroxinitrito inicia la peroxidación de
lípidos, lo que explica un mecanismo
potencial que contribuye a la citotoxi-
cidad mediada por el NO. Un anión de
peroxinitrito también puede ejercer un
efecto citotóxico, en parte a través de
la oxidación de los grupos sulfidrilos
de los tejidos.
2.7. Síntesis de NO en células
articulares.
El líquido sinovial procedente de las
articulaciones humanas sanas contie-
nen muy bajos niveles de NO. Sin
embargo, el liquido sinovial proceden-
te de pacientes con artrosis y/o artritis
reumatoide posee altas concentracio-
nes de NO [94].
Los elementos celulares que forman
parte de una articulación diartrodial
humana son el condrocito del cartílago
articular, el sinoviocito tipo fibroblas-
to, el sinoviocito tipo monocito /macró-
fago del tejido sinovial y las células del
líquido sinovial, que son principalmen-
te células procedentes del torrente san-
guíneo (células mononucleadas sanguí-
neas).
Los estudios realizados in vitro han
demostrado que, de todas las células
que se pueden encontrar en una articu-
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lación, los condrocitos son los que sin-
tetizan y liberan los niveles más altos
de NO, y también los que expresan los
niveles más altos de RNAm y proteína
de iNOS [13, 16]. Los cultivos primarios
de los condrocitos articulares huma-
nos liberan niveles bajos de NO. Sin
embargo, la estimulación con la IIr1^3
provoca un incremento dependiente de
la dosis, detectable después de 12
horas y que continúa aumentando
durante las siguientes 72 horas. La
ciclohexamida o la actinomicina D blo-
quean por completo la formación del
NO inducida por la IL-l, lo que significa
que depende del ADN y de la síntesis
de proteínas. Por otra parte, la N-metil
arginina, un inhibidor de la NOS, redu-
ce la formación del NO inducido por la
IL- l, y en un medio como el DMEM sin
el aminoácido L-arginina no hay sínte-
sis de NO.
El efecto de diferentes citoquinas
sobre la síntesis del NO presenta unas
Óxido Nítrico y condrocitos
peculiaridades especíñcas. Todos los
factores, incluidos el TNF, IIr l, LIF y
LPS, cuya capacidad para inducir res-
puestas catabólicas y pro-inflamatorias
en los condrocitos es bien conocida,
estimulan la síntesis del NO. Por el
contrario, el TGF^i, que es el factor de
crecimiento más potente en los con-
drocitos y que estimula la formación de
la matriz extracelular, no induce nive-
les detectables en la síntesis de NO [ 16,
28].
Los sinoviocitos y fibroblastos
humanos no producen niveles impor-
tantes del NO en respuesta a la estimu-
lación con la IIrl o a cualquier otro
agente capaz de activar la función de la
enzima NOS en los condrocitos prima-
rios. Algunos autores han podido esti-
mular la síntetis de NO por los sinovio-
citos, pero las cantidades que se libe-
ran son muy inferiores a las que se con-
siguen cuando se estimulan los con-
drocitos [15, 17].
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LA APOPTOSIS
3.1. Definición.
La palabra "apoptosis" procede del
griego (apo= "desde lo alto" + ptosis =
"caída"; se aplicaba a la caída de las
hojas de los árboles) y fue acuñada por
primera vez en 1972 por Kerr, Wyllie y
Currie como término opuesto a mitosis
[6]. Ellos la utilizaron para describir un
tipo de muerte celular con unas caracte-
rísticas morfológicas determinadas, dife-
rentes a las que presentan las células
muertas por necrosis, y que no sólo se
producía durante procesos patológicos,
sino que también tenía lugar como un
proceso fisiológico. El interés por la
apoptosis se incrementó en 1984, cuan-
do se demostró que, para que se produ-
jese este tipo de muerte, era necesaria la
síntesis previa del RNA y de las proteí-
nas, lo que ya había sido detectado en el
caso de la muerte celular programada
descrita en la biología del desarrollo [95-
97]. El término de apoptosis ha sido y es
actualmente tema de discusión desde el
punto de vista etimológico y filosófico.
En muchos trabajos se utilizan indistin-
tamente los términos "apoptosis" y
"muerte celular programada", pero son
muchos los autores que opinan que se
trata de dos conceptos diferentes, e
incluso hay estudios que no la distinguen
totalmente de la necrosis, dado que
durante la apoptosis pueden aparecer
imágenes que se forman en la necrosis.
En este trabajo definimos la apoptosis
como un proceso activo, regulado gené-
ticamente que origina la autodestrucción
de la célula (suicidio) [98]. En cambio, la
necrosis es una muerte accidental y ori-
gina cambios importantes en el entorno
que rodeá a la célula que se muere. La
muerte que nosotros referimos como
apoptosis presenta unas características
bien definidas:
1) Morfológicamente, la célula se
encoge y llega a ser muy compacta,
haciendo referencia al término original
de "necrosis encogida". La cromatina es
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picnótica y se empaqueta en pequeñas
masas localizadas cerca de la membra
na nuclear (marginación de la cromati-
na), formándose así figuras que deno-
minamos, por su particular forma,
"media luna". Los núcleos se pueden
romper (I^ariorrexis) y las células emi-
ten unos procesos (budding phenome-
non) que a menudo contienen frag-
mentos nucleares picnóticos. Estos
procesos tienden a romperse, dando
lugar así a los llamados cuerpos apop-
tóticos, que pueden ser fagocitados por
macrófagos o células próximas o, por
el contrario, pueden permanecer
libres.
2) Hay poca o ninguna hinchazón y
tumefacción de las mitocondrias o de
otras organelas citoplasmáticas.
3) Desde el punto de vista bioquími-
co, el ADN se rompe en segmentos que
son múltiplos aproximados de 185 bp,
debido a la ruptura de la doble cadena
por un punto situado entre los nucleo-
somas.
4) El proceso está bajo control gené-
tico y puede ser activádo por un reloj
interno o por agentes extracelulares,
tales como hormonas, citoquinas, célu-
las asesinas y una gran variedad de
agentes químicos, físicos y víricos.
5) La apoptosis puede producirse
muy rápido (incluso en minutos), por
lo que su observación en secciones de
tejidos resulta muy difícil.
3.2. Revisión histórica de la
muerte celular.
La existencia de al menos dos tipos
de muerte celular se conoce ya desde
1965 [99]. Kerr describió cómo durante
la isquemia hepática que se producía
Óxido Nítrico y condrocitos
con la ligadura de la vena porta, los
hepatocitos presentaban una serie de
cambios morfológicos e histoquímicos
totalmente diferentes a la necrosis.
También se observó que los hepatoci-
tos se convertían en pequeñas y redon-
deadas masas citoplasmáticas y que,
algunas de ellas, no todas, contenían
pequeños fragmentos de cromatina
picnótica. Estas estructuras eran una
manifestación clara de muerte celular,
pero su apariencia histológica era dife-
rente de la de las células necróticas, y
no estaba asociada a la inflamación;
como ocurre en la necrosis. Las tincio-
nes histológicas realizadas para la fos-
fatasa ácida indicaban que los lisoso-
mas en las células necróticas estaban
rotos y mostraban cómo las enzimas se
dispersaban por el citoplasma. Sin
embargo, en las pequeñas masas
redondeadas, los lisosomas se teñían
discretamente, sugiriendo que estaban
intactos. Un pequeño número de masas
citoplasmáticas redondeadas aparenta-
mente idénticas se detectaron en los
hígados de ratas sanas.
En 1971, Kerr usó el microscopio
electrónico para describir estos cuer-
pos redondeados [5]. Estas estructuras
estaban delimitadas por membranas
citoplasmáticas y contenían fragmen-
tos celulares bien conservados, princi-
palmente organelas celulares y, en
algunas ocasiones, fragmentos de cro-
matina compacta. Se observó que estos
cuerpos surgen por un proceso de con-
densación y brotan a continuación de
los hepatocitos. Originalmente, este
fenómeno fue referido con el nombre de
"necrosis encogida", empaquetada. El
uso del término "necrosis" para ŭn fenó-
meno que tiene lugar en condiciones
fisiológicas no parecía lo más correcto,
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y cuando se constató que la muerte
celular con esta morfología jugaba un
papel opuesto a la mitosis (en cuanto a
la regulación de tamaño del tejido), se
propuso el término de apoptosis para
resaltar su signif'icado de funcionali-
dad. La apoptosis también se ha obser-
vado en las plantas, lo que parece indi-
car que este fenómeno se ha originado
en una fase muy tenprana de la evolu-
ción biológica [ 100] .
3.3. Características morfológicas
de la apoptosis. Comparación
con la necrosis.
Morfológicamente, la célula se enco-
ge y se convierte en masa densa. Los
cambios morfológicos característicos
se producen principalmente a tres
niveles: núcleo, citoplasma y membra
na citoplásmica [98, 101 ] .
1) Cambios en el núcleo: El cambio
más precoz que tiene lugar durante la
apoptosis, y detectado por el microsco-
pio electrónico, es la condensación de
la cromatina nuclear formando cuer-
pos uniformes que se colocan cerca de
la membrana nuclear (marginación de
la cromatina). Después de la condensa
ción, se produce la fragmentación del
núcleo (kariorhexis).
2) Cambios en el citoplasma: Se
produce una condensación del cito-
plasma, pero las organelas permane-
cen íntegras durante todo el proceso.
Las mitocondrias y las demás estructu-
ras no se encuentran hinchadas.
3) Cambios en la membrana cito-
plasmática: La membrana permanece
impermeable durante todo el proceso,
y se ^forman unas invaginaciones que
rodean a las estructuras citoplásmicas
Óxido Nítrico y condrocitos
y a los fragmentos nucleares. Estas
protuberancias de la superf'icie celular
progresan, hasta envolver totalmente a
las organelas citoplásmicas y se aca-
ban separando totalmente de la célula
("fenómeno budding"). El resultado
final es que la célula se convierte en un
número determinado de estructuras
que, rodeadas por membrana citoplas-
mática de diferente tamaño, contienen
fragmentos nucleares y organelas celu-
lares que parecen intactas. Estas
estructuras reciben también el nombre
de "cuerpos apoptóticos". En los teji-
dos, estos cuerpos apoptóticos son
rápidamente fagocitados por células
con capacidad para fagocitar, de
manera que no existen datos de infla-
mación alrededor del punto en que ha
tenido lugar la apoptosis [102, 103].
Los cambios ultraestructuráles de
la necrosis son diferentes y se produ-
ce principalmente una hinchazón de
las organelas y la posterior desintegra-
ción celular [ 104]. Generalmente, los
cambios en la cromatina no son tan
claros como en la apoptosis, existe
una total desestructuración del
núcleo. Otra importante diferencia se
produce en la membrana citoplasmáti-
ca: mientras que en la apoptosis esta
permanece impermeable, en la necro-
sis la membrana es permeable y per-
mite la liberación de las enzimas liso-
somales, que aceleran la desintegra-
ción celular. En los estadíos finales, la
cromatina nuclear desaparece, produ-
ciéndose lo que se conoce como
"l^arriolisis ". Además, durante la
necrosis in vivo, se observan cambios
inflamatorios y, si se ven afectadas un
gran número de células, por lo general
se produce posteriormente una cica-
triz.
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3.4. Mecanismos bioquímicos y
moleculares de la apoptosis.
El principal evento bioquímico estu-
diado en la apoptosis es el que afecta al
ADN nuclear. Al mismo tiempo que con
la condensación de la cromatina obser-
vada morfológicamente, se produce
una ruptura de la doble cadena a la
altura de aquellas regiones que sirven
de unión entre los nucleosomas, y se
originan fragmentos que son múltiplos
aproximados de 185 bp [ 105, 106].
Estos fragmentos pueden ser visualiza
dos fácilmente por electroforesis en un
gel de agarosa, presentando un carac-
terístico patrón de ladder.
En la necrosis, por contra, la progre-
siva destrucción de la cromatina se
acompaña de una ruptura al azar del
ADN, de forma que se producen frag-
mentos de diferentes tamaños que,
cuando se corren en un gel de agarosa,
muestran un patrón difuso. Sin embar-
go, el fenómeno de fragmentación del
ADN puede no estar siempre relaciona
do con la morfología de la apoptosis en
algunas células de los vertebrados e
invertebrados [107, 108]. No obstante,
este patrón de fragmentación del ADN,
aunque no es univerŝal, está presente °
en la gran mayoría de las células que se
mueren por apoptosis y constituye un
marcador bioquímico muy útil para
estudiar la biología y cinética de la
apoptosis en los diferentes sistemas
[97, 105, 106]. En el proceso de produc-
ción de apoptosis celular intervienen
varios componentes:
1) Estímulos inductores de la apop-
tosis: Los estímulos capaces de inducir
apoptosis en las células son variados y
diversos según el tipo de célula al que
nos refiramos. Sin embargo, algunos de
Óxido Níírico y condrociíos
ellos son capaces de provocar este tipo
de muerte en todas las células; por
ejemplo, la radiación produce daño en
el ADN de todas las células y estas pue-
den reaccionar de dos formas: bien
reparando esa lesión y sobreviviendo,
bien muriéndose si el daño es demasi-
do severo. Por el contrario, otros estí-
mulos sólo producen la aparición de la
apoptosis en determinados tipos celu-
lares. Laventaja de la existencia de una
amplia variedad de señales capaces de
activar la muerte celular es clara: si
únicamente hubiese una señal para la
muerte celular, todas las células
expuestas a esa señal morirían. Con
múltiples y diferentes inductores de
muerte celular, determinados grupos
de células pueden ser eliminados sin
afectar simultáneamente a otros tipos
de células próximas a ella: estímulos
físicos (radiación ionizante, hiperter-
mia), tóxicos (azida, peróxido de
hidrógeno), citoquinas (Fas-L; TNF-a•,
TGF^3), infecciones virales y mecanis-
mos inumunológicos.
2) Reguladores intracelulares: No
se conocen con precisión los regulado-
res que participan en la apoptosis. Los
más estudiados hasta el momento per-
tenecen a un grupo de genes de la fami-
lia del Bcl-2 (B-cell linfoma), que son
oncogenes. Las proteínas que pertene-
cen a la familia de la Bcl-2 están locali-
zadas en la superf'icie de la membrana
de las mitocondrias. Dentro de esta
familia de genes se incluyen aquellos
que favorecen la aparición de la apop-
tosis (Bax y Bad) y los que la bloquean
(Bcl-2, Bcl-x). Se ignora todavía cómo
modifica esta familia de genes la sus-
ceptibilidad a la apoptosis. Una de las
teorías parte de la idea de que las pro-
teínas de ^ la familia Bcl-2 inhiben la
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activación de las caspasas, bien unién-
dose directamente al activador 1 de las
proteasas apoptóticas (Apaf-1), bien
impidiendo la liberación del citocromo
C y de otros contenidos de la mitocon-
dria que participan en la activación de
las caspasas [109, 110].
3) Elementos ejecutores (cascada
proteolítica): Cuando algún estímulo
capaz de inducir apoptosis se une a su
receptor de la membrana citoplasmáti-
ca [ 111, 112], la porción intracelular del
receptor cambia de forma y es capaz
de unirse a determinadas proteínas
intracitoplasmáticas, capaces a su vez
de activar una variedad de enzimas
proteolíticas llamadas "caspasas" [ 113,
114]. Las caspasas son una familia de
proteasas cisteína-dependientes que
poseen una especial especificidad por
secuencias con un residuo de asparta-
do. Se han identificado en las células
humanas al menosl0 caspasas diferen-
tes, que se pueden agrupar en ICE-like
(caspasas 1, 4 y 5) y CED-3-like (caspa
sas 3, 6, 7, 8, 9, 10), según su secuencia
similar y su relativa susceptibilidad a
los inhibidores tetrapéptidos, YVAD y
DEVD, respectivamente. Las caspasas
activadas rompen el precursor inactivo
de otras caspasas, convirtiéndolas a su
forma activa y originando así una cas-
cada proteolítica similar a la que la sed
produce en la activacion del comple-
mento o a la de la coagulación sanguí-
nea [115, 116]. Una vez que las caspa
sas son activadas, aparecen los cam-
bios morfológicos de la apoptosis y el
proceso de muerte no puede detenerse.
3.5. Incidencia de la apoptosis.
En la mayoría de los tejidos, la divi-
sión celular se produce. continuamen-
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te, sin un aumento del tamaño del órga-
no y sin que se desarrolle ningún
tumor, lo cual parece indicar que el
grado de división está equilibrado por
el grado de muerte celular. Este equili-
brio se mantiene gracias a la apoptosis.
La apoptosis se produce en muy diver-
sas situaciones fisiológicas, como la
embriogénesis, y juega un papel impor-
tante en la homoestasia de los tejidos
normales. Se ha apuntado la ruptura en
el equilibrio entre supervivencia y
apoptosis celular como posible respon-
sable de gran número de enfermeda-
des.
a) Muerte celular durante el desa-
rrollo normal: La apoptosis interviene
de manera decisiva en el desarrollo
embriológico de los vertebrados supe-
riores, al estar presente en fenómenos
tales como la delección de la membra-
na interdigital, la fusión palatal y el
desarrollo de la mucosa intestinal y de
la retina [7, 117]. También la muerte
celular que tiene lugar durante la meta-
morfosis de los anfibios presenta los
clásicos signos de la apoptosis.
b) Muerte celular en tejidos adultos
normales: La apoptosis se produce
continuamente en tejidos como el híga-
do, la glándula suprarrenal, la mucosa
del intestino delgado y durante la
espermatogénesis [5, 118, 119]. Existen
evidencias de que en la regulación de la
masa normal de los tejidos influye la
producción cíclica de factores de cre-
cimiento y de factores que inducen
muerte, que inducen mitosis y apopto-
sis, respectivamente [120]. Por otra
parte, algunos factores de crecimiento
pueden inhibir la apoptosis, además de
estimular la mitosis [ 121 ]. Hasta el
momento se ignora qué factor determi-
na la probabilidad de que un grupo de
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células muera en un momento particu-
lar y bajo unas condiciones determina
das. La delección apoptótica de los lin-
focitos cumple una importante función
en el sistema inmunológico. Los timo-
citos inmaduros mueren por apoptosis
cuando en un momento crítico de su
maduración son estimulados a través
de su receptor de célula T. Se ha suge-
rido también que sea este mecanismo
el responsable de la eliminación de clo-
nes de células T autorreactivos durante
el desarrollo de la auto-tolerancia
inmunológica celular [122). La apopto-
sis se produce para eliminar células
durante una serie de procesos involuti-
vos normales, entre los que se inclu-
yen: la atresia folicular ovárica, la invo-
lución catagénica del folículo piloso y
la regresión de las glándulas mamarias
después del parto, del endometrio des-
pués de la menstruación y de la corteza
adrenal durante el período neonatal
[123-125]. También por medio de la
apoptosis se eliminan neutrofilos enve-
jecidos y megacariocitos senescentes
que han liberado sus plaquetas bajo
apoptosis [ 126] . Se ignora si la apopto-
sis interviene o no en los cambios de
los tejidos asociados con el envejeci-
miento del cuerpo como un todo.
c) Muerte celular durante procesos
patológicos: La lista de enfermedades
en las que está implicada la apoptosis
es larga y diversa: cáncer (como la
hipertrofia prostática y el linfoma de
células B), enfermedades neurodege-_
nerativas (como la enfermedad de
Alzheimer, enfermedades cardíacas),
alteraciones del sistema inmunológico
(como la diabetes mellitus tipo I o el
SIDA), enfermedades reumatológicas
(como la artritis reumatoide y el lupus
eritematoso sistémico) [ 10] .
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d) La apoptosis durante el envejeci-
miento: No existe la certeza de que la
apoptosis intervenga en el cambio de
los tejidos asociados con el envejeci-
miento del cuerpo. Sin embargo, sí
parece evidente que el envejecimiento
de los organismos, al contrario que la
apoptosis, no está sometido a un con-
trol genético activo. La idea de que el
envejecimiento de los organismos mul-
ticelulares esté programado no parece
concordar con la teoría más amplia
mente aceptada de la evolución del
envejecimiento. La hipótesis más acep-
tada es que la apoptosis puede consi-
derarse el último mecanismo para
mantener el fenotipo en los sistemas
multicelulares [9]. De esta forma, en el
envejecimiento aparece una eventual
pérdida del cóntrol apoptótico y se
produce una acumulación de errores
que deberían ser eliminados en los
organismos más jóvenes. Cualquier
explicación sobre la función de la
apoptosis en el envejecimiento debe
ser considerada como la insuficiencia
de un programa más que como un fallo
programado edad-dependiente de las
células, tejidos u órganos. Por otra
parte, existen evidencias de que la
habilidad de las células para entrar en
apoptosis o muerte celular programada
decrece con la edad, y de que un enve-
jecimiento eficaz sería aquel capaz de
mantener un programa de apoptosis
equilibrado [8].
La idea de mantener la fidelidad del
fenotipo no sólo supone un nuevo
enfoque experimental en el envejeci-
miento in vivo, sino que además facili-
ta una explicación para la conocida
pérdida de la capacidad replicativa que
tienen las células en cultivo. Algunos
mecanismos comunes a la mitosis y a
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la apoptosis suponen que una pérdida
de la capacidad para la apoptosis a
través de la muerte de células apoptó-
tico-competentes, cosegrega con la
pérdida de la capacidad replicativa,
originando la senescencia replicativa.
Una teoría diferente es la que se
basa en el papel que juega la apoptosis
en los procesos patológicos, es decir,
en las llamadas generalmente "enfer-
medades del envejecimiento", como
son, por ejemplo, las enfermedades
neurodegenerativas o la artrosis.
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Dichas enfermedades representan
manifestaciones aceleradas de la pér-
dida progresiva de la función celular y
la muerte de células totalmente dife-
renciadas que han vivido durante largo
tiempo. Esta idea de la degeneración
progresiva con la edad de las células
no es incompatible con las teorías evo-
lucionistas del envejecimiento y coin-
cide además con el concepto de muer-
te apoptótica forzada como un meca-
nismo para evitar que tales células
sufran una transformación maligna
[127].
33
I11 . OBJETIVOS
F. J. Blanco Óxído Nítrico y condrocitos
OBJ ETIVOS
Q Evaluar los efectos del Óxido Nítrico en la proliferación del con-
drocito articular humano.
,
Determinar si el Oxido Nítrico es un mediador de otros factores
que tienen la capacidad de inhibir la proliferación de los condrocitos
articulares humanos.
,
Analizar el efecto del Oxido Nítrico sobre la viabilidad de los con-
drocitos articulares humanos cultivados in vitro.
,
^ E studiar la producción de Oxido Nítrico durante el envej eci-
miento del condrocito in vitro.
,
Determinar si el Oxido Nítrico contribuye a la reducida respues-
ta proliferativa que presentan los condrocitos durante la senescen-
cia in vitro.
0 Analizar in vitro si durante el envejecimiento in vivo del cartíla-
,
go articular humano se incrementa la síntesis de Oxido Nítrico.
IV. MATERIAL Y MÉTODOS
SEG ÚN OBJET IVOS
F. J. Blanco Óxido Nítrico y condrocitos
PRIMER Y SEGUNDO OBJETIVOS
^ E^aluar`los efectoŝ de1-NO en la proliferación de lo ŝ condrocitos articula:res humq-
i nos.
• Determinar si el NO es un mediador de otros factores que tienen
inhibir ia proliferación de los condrocitos articulares hurnanos.
DISEÑO EXPERIMENTAL
a capacidad de
Con estos objetivos pretendemos examinar si el NO es capaz de inhibir la proli-
feración celular de los condrocitos articulares humanos. Analizamos primero si
los donantes de NO, tales como el SNP, inhiben la proliferación celular provo-
cada por el FBS y por el factor de crecimiento TGF(3. Para ello, los condrocitos
son co-incubados con el FBS o el TGF(3 y el SNP en diferentes concentraciones.
Con el fin de determinar si el NO media en el efecto inhibidor que la IL-1 tiene
sobre la proliferación de los condrocitos articulares humanos, añadimos un inhi-
bidor de la enzima iNOS, el NMMA, y realizamos a continuación el ensayo de
proliferación celular utilizando un medio libre de arginina.
;Mf TODOS'
1. Aislamiento de los condrocitos
articulares.
El cartílago articular humano fue
obtenido de las autopsias realizadas en
el Depa.rtamento de Anatomía Patoló-
gica de la Universidad de California, San
Diego. Ninguno de los donantes había
padecido enfermedades articulares.
Todos los donantes llevaban muertos
menos de 24 horas. Los fragmentos de
cart^lago fueron tomados de las super-
ficies articulares utilizando una hoja de
bisturí y en condiciones de total asep-
sia. Posteriormente se introdujeron en
un vial estéril que contenía 5% de
DMIM, 150 U/ml de penicilina, 50
mg/ml de estreptomicina y 2ug/ml de
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anfotericina B y se transportaron en una
nevera portátil con hielo a una tempera
tura aproximada de 4°C hasta la zona
de cultivos celulares. Bajo una campana
de flujo laminar, el cartílago fue cortado
en pequeños fragmentos de aproxima
damente 2x2x2 mm3, que se lavaron tres
veces con medio de cultivo. A continua
ción se añadieron 20 ml de medio con
10% de tripsina y se incubaron los cartí-
lagos en un baño de agua a 37° C duran-
te 10-15 minutos. Luego se digirió el car-
talago añadiendo 25 ml de solución de
colagenasa [Colagenasa tipo IV
2mg/ml; 5% FBS; penicilina (150 unida
des/ml), estreptomicina (50 mg/ml); 1%
L-Glutamina en DMEM]. El vial se
introdujo en un agitador giratorio a
37°C durante aproxidamente 16-18
horas. Los agregados multicelulares y
los residuos de matriz extracelular fue-
ron eliminados tras centrifugar la mues-
tra (1 g). Se filtraron las células a través
de un filtro de nylon con poros de 25 pm
de diámetro y se lavaron 3 veces en
RPMI, FBS 5%, penicilina y estreptomi-
cina. Contamos las células y las cultiva
mos a una densidad de 5.000 a 10.000
células/cm2 en botellas de cultivo de 25
ó 75 cm2 de superficie y en cámaras de
cultivo a 37 °C y 5% de C02 hasta el
momento de ser usadas en los diferen-
tes experimentos.
2. Estudios de proliferación celu-
lar.
Distribuimos los condrocitos en pla
cas de 96 pocillos (5.000 células por
pocillo) en un volumen total de 200 pl de
DMEM suplementado con 1% de L-gluta
mina, penicilina, estreptomicina y FBS
según se indica en cada experimento,
junto con los diferentes estímulos.
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Después de un período de 3 a 5 días,
los cultivos fueron pulsados con [3H]
TdR (luCUpocillo) durante 12 horas, al
cabo de las cuales fueron sembradas
en un papel de filtro de cristal utilizan-
do una má,quina sembradora de células
(PHD cell harvester-Cambridge).
Cuantif'icamos la radioactividad total
en un liquido de escintilación utilizan-
do un contador de radioactividad
(Sl^atron).
3. Reacción de Griess.
Los condrocitos se cultivaron en
placas de 96 pocillos (50.000 células
por pocillo) durante 48 horas, al cabo
de las cuales se recogió el sobrenadan-
te para medir la concentración de nitri-
tos (NOz-). La síntesis de NO fue detec-
tada por la acumulación de N02- en los
sobrenadantes de los cultivos utilizan-
do la reacción de Griess. Se usó el
nitrato sódico para realizar una curva
estándar. Incubamos 50 ml de sobrena-
dante con 50 ml del% sulfanilamida,
0.1% N-1-naftiletilenediamida dihidro-
clorhído en 25% HaP04 a temperatura
ambiente durante 5 min. La densidad
óptica fue medida a 570 nm.
4. Medición de PGE2.
Cultivamos las células en placas de
24 pocillos (100.000 células por poci-
llo) con 250 ul de medio DMEM suple-
mentado conl% de L-glutamina, penici-
lina, estreptomicina y FBS, según se
indica en cada experimento. El sobre-
nadante de los diferentes pocillos se
recogió a las 24 horas (intervalo de
tiempo necesario para que la síntesis
de PGE2 alcanzase su cota máxima,
según experimentos hechos previa-
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mente en el laboratorio). Estos sobre-
nadantes se filtraron a través de unas
columnas (C18 Amersham) para extra-
er y separar las prostaglandinas.
Medimos el contenido de PGE^ median-
te EIA, utilizando un kit comercial
(Amersham). Este ensayo tiene una
reactividad cruzada de 7% con PGE^,
4.3% con PGE2a y 5.4% con 6-keto
PGFla. La reacción cruzada con otras
prostaglandinas fue < 1%.
5. Análisis estadístico.
Los resultados se muestran como la
media SEM. En todos ellos, fueron rea-
lizados al menos tres experimentos
diferentes, con células de distintos
donantes.
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En cada uno de los experimentos, la
medida individual se llevó a cabo por
duplicado o triplicado. El análisis esta-
dístico aplicado fue el test-t con dos
colas no apareadas.
6. Reactivos.
Interleuquina 1 recombinante huma
na (IIr 1^i) y el factor transformador del
crecimiento (31 humano purificado
(TGF-^31) (RBcD Systems, Minneapolis,
MN). Colagenasa, Nitroprusiato sódico
(SNP), Indometacina, PGE2 (Sigma
Chemical Corp., St Louis, MO). Kit
comercial PGE2 EIA (Amersham)
DMEM, L-Glutamina, Penicilina, Estrep-
tomicina (MA Bioproducts). Placas y
botellas de cultivo (Costar).
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TERCER OBJETIVO
^• Analizar el^efecto deI NO ŝobre:la viabilidad:de los condrócitos articulares huma
nas cultiva`dos in vitro.
DISEÑO EXPERIMENTAL
Aislamos y cultivamos células procedentes de cartílagos sanos. Posteriormente
se sometieron a diversos estímulos, como los donantes químicos de NO y las
citoquinas. Tras examinar la viabilidad celular mediante el microscopio de luz,
se aplicaron las diferentes técnicas para el estudio morfológico de la muerte
celular de los condrocitos.
:MÉTODOS'
1. Aislamiento de los condrocitos.
El cartílago articular humano fue
obtenido de las autopsias realizadas en
el Departamento de Anatomía Patoló-
gica de la Universidad de California, San
Diego. Ninguno de los donantes había
padecido enfermedades articulares. Los
donantes eran adultos de edades com-
prendidas entre 19-72 años (media 54
años). Todos los donantes llevaban
muertos menos de 24 horas. Los frag-
mentos de cartí^ago fueron tomados de
las superficies articulares utilizando
una hoja de bisturí y en condiciones de
total asepsia. Posteriormente se intro-
dujeron en un vial estéril que contenía
5% de DMIM, 150 U/ml de penicilina, 50
mg/ml de estreptomicina y 2ug/ml de
anfotericina B y se transportaron en
una nevera portátil con hielo a una
temperatura aproximada de 4° C hasta
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la zona de cultivos celulares. Bajo una
campana de flujo laminar, el cartllago
fue cortado en fragmentos pequeños
de unos 2x2x2 mm3, que se lavaron tres
veces con medio de cultivo. A conti-
nuación se añadieron 20 ml de medio
con 10% de tripsina y se incubaron los
cartllagos en un baño de agua a 37° C
durante 10-15 minutos. Luego se digirió
el cartilago añadiendo 25 ml de solu-
ción de colagenasa [Colagenasa tipo IV
2mg/ml; 5% FBS; penicilina (150 unida
des/ml), estreptomicina (50 mg/ml); 1%
L-Glutamina en DMEM]. El vial se intro-
duj o en un agitador giratorio a 37 °C
durante aproxidamente 16-18 horas. Los
agregados multicelulares y los residuos
de matriz extracelular fueron elimina
dos tras centrifugar la muestra (1 g). Se
filtraron las células a través de un filtro
de nylon con poros de 25 um de diá-
metro y se lavaron 3 veces en RPMI,
FBS 5%, penicilina y estreptomicina.
Contamos las células y las cultivamos
a una densidad de 5.000 a 10.000 célu-
las/cm2 en botellas de cultivo de 25 ó
75 cm2 de superficie y en cámaras de
cultivo a 37 °C y 5% de C02 hasta el
momento de ser usadas en los diferen-
tes experimentos. Finalmente, las
células fueron estimuladas con varios
reactivos (IL-l, TGF(3, inhibidores de
NOS y quelantes de los radicales
libres, etc.). ^
2. Estudio de la fragmentación del
ADN.
Primeramente las células fueron
.tripsinizadas, centrifugadas durante 5
minutos a 2.000 rpm y resuspendidas
en 10 mM Tris, 1 mM EDTA, 0.5% Triton
X-100, pH 8.0 (10^ células en 50 ml buf-
fer). A continuación los extractos fue-
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ron incubados en hielo durante 20
minutos y agitados bruscamente cada 5
minutos.
Se eliminaron los fragmentos celula-
res y el ADN de alto peso molecular
mediante una centrifugación de 14.000
rpm a 4°C durante 10 minutos. Los
sobrenadantes fueron tratados con
fenol y fenoUcloroformo y precipitados
con 0.5 volumen de 7.5 1VI acetato de
amonio y 2 volúmenes de etanol duran-
te 2 horas a-80 °C. El ADN fue resus-
pendido en TE y se trató lmg con 5U
Klenow polimerasa (Boehringer
Mann-heim) y 5 mCi 32P-dCTP duran-
te 10 minutos en presencia de 10 mM
Tris pH 7.5, 1 mM MgC12. Los nucleóti-
dos que no se incorporaron fueron eli-
minados con 3 precipitaciones conse-
cutivas. Separamos una mitad del ADN
marcado en geles de agarosa al 2%,
secados y expuestos a una película de
Rayos-X.
3. Detección histoquímica de la
fragmentación del ADN.
Las células en cultivo fueron tripsi-
nizadas, centrifugadas sobre slides y
fijadas con 0.25% de gluteraldehído
durante 1 minuto. A continuación, se
lavaron con auga y se tiñeron con
1 mg/ml 4',6-dianidino-2-phenylindol
dihidroclorhído (DAPI) durante 10
minutos a 37 °C. Los slides fueron
también lavados con agua, secados al
aire y cubiertos con Vectashield
(Vector Labs). Seguidamente lleva-
mos a cabo el estudio morfológico,
para lo que utilizamos un microscopio
de fluorescencia junto con filtros de
triple banda (#61000; Chroma
Technology, Brattleboro, VT) en un
microscopio Olympus.
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4. Técnica de marcaj e del DNA
para el análisis con citometría de
flujo.
Las células fueron fijadas en 70% de
etanol a una temperatura de 4°C
durante 60 minutos, lavadas e incuba
das con RNA-asa (50 mg/ml) y yoduro
de Propidium (PI, 100 mg/ml) duran-
tel5 minutos a temperatura ambiente y
en la oscuridad. Medimos la fluores-
cencia de PI del núcleo mediante cito-
metría de flujo con un FACScan
(Becton and Dickinson, Mountain
View, CA), usando un espejo dicromá-
tico de 560 nm y un filtro con una
banda de 600 nm.
Los datos son expresados como por-
centaje de núcleos hipo-ploides (apop-
tóticos).
5. Microscopía electrónica.
Los condrocitos fueron cultivados
en monocapa. Al cabo de dos días de
cultivo, añadimos SNP 2mM o SNAP
2mM durante los tiempos indicados y a
continuación recogimos las células,
que fueron centrifugadas, lavadas con
PBS y fijadas durante 1 hora a tempe-
ratura ambiente en 2.5% de gluteralde-
hído con 0.1 M cacodilato (pH 7.2).
Seguidamente fueron lavadas de nuevo
con cacodilato buffer, pos-fijadas
durante 1 hora en 2% Os04 con cacodi-
lato, deshidratadas con diferentes con-
centraciones de etanol y sumergidas en
Polybed 812 (Polysciences, Warring-
ton, PA).
Finalmente, realizamos secciones
finas del pellet celular, que fueron teñi-
das con acetato de uranilo y citrato de
plomo.
Óxido Nítrico y condrocitos
6. Reacción de Griess.
Cultivamos los condrocitos en pla
cas de 96 pocillos (50.000 células por
pocillo) durante 48 horas, al cabo de
las cuales se recogió el sobrenadante
para medir la concentración de nitritos
(N02-). Detectamos la síntesis de NO
por la acumulación de N02 en los
sobrenadantes de los cultivos utilizan-
do la reacción de Griess. Usamos el
nitrato sódico para realizar una curva
estándar. A continuación incubamos 50
ml de sobrenadante con 50 ml de 1%
sulfanilamida, 0.1% N-1-naftiletilene-
diamida dihidroclorhído en 25% H3P04
a temperatura ambiente durante 5
minutos. La densidad óptica fue medi-
da a 570 nm.
7. Análisis estadístico.
Los resultados se muestran como la
media SEM. En todos ellos, fueron rea
lizados al menos tres experimentos
diferentes, con células de distintos
donantes.
En cada uno de los experimentos, la
medida individual se llevó a cabo por
duplicado o triplicado. El análisis esta-
dístico aplicado fue el test-t con dos
colas no apareadas.
8. Reactivos.
Interleuquina-1R recombinante hu-
mana (IL-1(3), factor transformador del
crecimiento ^i 1 humano purificado
(TGF-^31), (R&D Systems, Minneapolis,
MN). Los medios para los cultivos celu-
lares proceden de MA Bioproducts.
SNP (Sodium Nitroprusida), SOD
(Superóxido Dismutasa), NMA (N-
Metilo Arginina), NAC (N-Acetilo Ciste-
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ína), LPS (Lipopoli- sacárido de SNAP, (s-nitroso-N-acetilo-D-L-perŭcila
Salmonella minnesota), catalase, DMSO mina), SIN-1 (3-morfolinosinonimida
(dimetilsulfóxido) y DMPO (5-5' dimeti- hidroclorhído), de Alexis Corporation,
lo pirrolina 1-óxido) fueron comprados San Diego, CA; Hipoxantina, xantina
a Sigma Chemical Corp., St Louis, MO; oxidasa de Calbiochem, La Jolla, CA.
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CUARTO Y QUINTO OBJETIVOS
^:Estudiar Ia producción de NO durante el envejecimiento del condrocito in vitro.
• Determinar si el NO contribuye a la reducida re_spuesta proliferativa que presentan
los condrocitos durante la senescencia in vitro.
DISEÑO EXPERIMENTAL
Los condrocitos fueron aislados de los cartílagos obtenidos de las autopsias y se
analizó en cultivos de células primarias la producción de NO, la actividad de la
enzima iNOS y la expresión del mRNA. Estos experimentos fueron llevados a ca
bo con muestras procedentes de donantes de diferentes grupos de edades para
determinar si existen diferencias relacionadas con la edad en los niveles de pro-
ducción de NO, en la actividad de iNOS y en la expresión de mRNA. Para estu-
diar los posibles cambios en la producción de NO durante el envejecimiento de
los condrocitos in vitro, las células fueron subcultivadas hasta que alcanzaron
la senescencia y en cada pase cuantiiicamos los niveles de NO sintetizados de
forma espontánea e inducida por la IL-1.
ÉTODOS
1. Aislamiento de condrocitos.
Los donantes eran adultos de eda
des comprendidas entre 19 y 74 años
(media 44 años). El caí^lago articular
humano procedía de las autopsias reali-
zadas en el Depar-tamento de Anatomía
Patológica de la Universidad de
California, San Diego. Ninguno de los
donantes había padecido enfermedades
articulares y los análises macroscópicos
revelaban que el cart^lago era normal.
Todos los donantes llevaban muertos
menos de 24 horas.
Los fragmentos de cartílago fueron
tomados de las superficies articulares
de los condilos femorales y platillos
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tibiales utilizando una hoja de bisturí y
en condiciones de total asepsia.
Posteriormente, se introdujeron en un
vial estéril que contenía 5% de DMIM,
150 U/ml de penicilina, 50 mg/ml de
estreptomicina y 2ug/ml de anfoterici-
na B y se colocaron en una nevera por-
tátil con hielo a una temperatura apro-
ximada de 4°C para su transporte
hasta la zona de cultivos celulares.
Bajo una campana de flujo laminar,
el cartilago fue cortado en fragmentos
pequeños de, aproximadamente, 2x2x2
mm3, que se lavaron tres veces con
medio de cultivo. A continuación aña
dimos 20 ml de medio con 10% de trip-
sina e incubamos los fragmentos de
cartilago en un baño de agua a 37 °C
durante 10-15 minutos. Luego se digirió
el cartílago añadiendo 25 ml de solu-
ción de colagenasa [Colagenasa tipo IV
2mg/ml;^ 5% FBS; penicilina (150 unida
des/ml), estreptomicina (50 mg/ml); 1%
L-Glutamina en DMEM]. El vial se intro-
dujo en un agitador giratorio a 37 °C
durante un tiempo aproximado de 16-18
horas.
Los agregados multicelulares y los
residuos de matriz extracelular se eli-
minaron tras centrifugar la muestra
(lg). Las células fueron filtradas a tra-
vés de un filtro de nylon con poros de
25 pm de diámetro y lavadas a conti-
nuación tres veces en RPMI, FBS 5%,
penicilina y estreptomicina. Contamos
las células y las cultivamos a una den-
sidad de 5.000 a 10.000 células/cm2 en
botellas de cultivo de 25 ó 75 cm2 de
superficie y en cámaras de cultivo a
37° C y 5% de C02 hasta el momento de
ser usadas en los diferentes experi-
mentos.
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4. Estudios de Proliferación.
Los condrocitos fueron distribuidos
en placas de 96 pocillos (5.000 células
por pocillo) en un volumen total de
200 ul de DMEM suplementado con 1%
de L-glutamina, penicilina, estreptomi-
cina y FBS, según se indica en cada
experimento, con los diferentes estí-
mulos. Transcurridos entre 3 y 5 días,
los cultivos fueron pulsados con [3H)
TdR (luCUpocillo) durante 12 horas, al
cabo de las cuales las células fueron
sembradas en un papel de filtro de cris-
tal, utilizando una máquina sembrado-
ra de células (PHD cell harvester-
Cambridge). La radioactividad total
fue cuantif'icada en un líquido de escin-
tilación por medio de un contador de
radioactividad (Skatron). El porcenta-
je de la incorporación relativa de timi-
dina se calculó aplicando la siguiente
fórmula: cpm muestra (TGF^3 y/o IL-1)/
cpm control+cpm muestra.
5. Reacción de Griess.
Los condrocitos se cultivaron en
placas de 96 pocillos (50.000 células
por pocillo) durante 48 horas, al cabo
de las cuales se recogió el sobrenadan-
te para medir la concentración de nitri-
tos (N02-). La síntesis de NO fue detec-
tada por la acumulación de N02- en los
sobrenadantes de los cultivos utilizan-
do la reacción de Griess. Se usó el
nitrato sódico para realizar una curva
estándar. Incubamos 50 ml de sobrena-
dante con 50 ml de 1% sulfanilamida,
0.1% N-1-naftiletilenediamida dihidro-
clorhído en 25% HsP04 a temperatura
ambiente durante 5 min. La densidad
óptica fue medida a 570 nm.
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6. PCR para iNOS: Reverse ^-ans-
cription-Polymerase Chain Reac-
tion (RT-PCR).
Aislamos el RNA con RNA-STAT
(TEL-TEST "B", Inc.) a partir de
250.000 células. Posteriormente se hizo
la Transcripción Reversa utilizando RT
buffer (BRL, Bethesda, MD), 10 mM
DTT, 500 mM dNTPs, 50 ng random
hexanucleótidos, 20 U MoMLV RT
(BRL) y 20 U RNasin (Promega,
Madison, WI) durante 60 minutos a
una temperaturá de 37 °C. La PCR fue
realizada con 2 ml de cDNA en 20 ml de
buffer con lU Taq DNA polimerasa
(Boehringer Mannheim), 2 uM dNTP,
1.5 mM MgC12, 10 mM Tris (pH 8.3), 50
mM KCI, 200 pmol de cada primer.
El protocolo de amplificación fue el
siguiente: 30 segundos a 94 °C, 30
segundos a 60 °C y 30 segundos a 72 °C.
Los productos conseguidos con RT
PCR fueron separados en geles de aga
rosal 1.5% y teñidos con bromuro de
etidio.
Seleccionamos los primers para
iNOS de la secuencia de bases del
cDNA iNOS, excluyendo las regiones
de alta homología con la forma consti-
tutiva de la enzima (cNOS). La homolo-
gía del 3' iNOS primer con el cNOS
cDNA de las células cerebrales huma
nas, por un lado, y con el HUVECs, por
otro, fueron de 23.8 y 38.1% respectiva-
mente.
La secuencia del primer para la
cadena sense fue ACA TTG ATC AGA
AGC TGT CCC AC (nucleótidos 2.125 a
2.147) y para la cadena antisense fue
CAA AGG CTG TGA GTC CTG CAC
(nucleótidos 2360 a 2340). Estos pri-
mers amplifican un producto de
235 bp. Este fragmento fue purificado,
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clonado y usado en el Northem blot-
ting, donde se hibridó a un mRNA
iNOS de 4.5-kb en condrocitos activa-
dos por IL-1, pero no en los condroci-
tos que se encuentran en reposo.
La secuencia del primer para la cade-
na sense de la enzima gliceraldehído
3-fosfato dehidrogenasa (GADPH) fue
TGG TAT CGT GGA AGG ACT CAT
GAC, mientras que para la cadena anti-
sense el primer fue ATG CCA GTG AGC
TTC CCG TTC AGC, que definió un pro-
ducto de 190 bp.
7. Northern blotting.
Insertamos en el vector de trasn-
cripción PT7 (Novagen, Madison, WI)
un producto de 235 bp, resultante de la
PCR, que comprende desde el nucleóti-
do 2.125 hasta el 2.360 del cDNA iNOS.
Este fragmento fue roto y purif'icado.
Marcamos la sonda iNOS con [a-32P]
dCTP (Amersham, Arlington Heights,
IL) y la separamos de los nucleótidos
no incorporados mediante la filtración
del gel (Centri-Sep columns; Princeton
Separations, Adelphia, NJ). La activi-
dad específica de la sonda marcada fue
aproximadamente de 2x 108 cpm/ug de
muestra. El RNA total fue extraído de
4x10^ condrocitos primarios. Sometimos
el RNA (no seleccionado) (20ug) a elec-
troforesis en un gel de agarosa-formal-
dehído, transferido a filtros de nylon y
fijado por exposición a luz UV durante
5 minutos. Los filtros fueron pre-hibri-
dizados en 50% de formamida, 6x SSC,
0.5% SDS, 5x solución de Denhardt y
100 pg/ml yast RNA durante 4 horas a
42 °C. Realizamos una hibridación que
permaneció durante toda la noche a
42 °C en el mismo buffer, el cual conte-
nía 2x10^ cpm/ml por sonda, y
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seguidamente llevamos a cabo lavados
con 1xSSC, 0.1% SDS a temperatura
ambiente (2x30 minutos) y en
O.1xSSC, 0.1%SDS a 60°C (2 x 30 minu-
tos). ^nalmente, los filtros fueron
expuestos a una pelicula Kodak XAR a
-70 °C durante 24 horas.
8. Reactivos.
Anti-type I o II collagen goat antibody
(Southern Biotechnology Associates,
Birmingham, AL). Anti-goat biotynyla-
Óxido Nítrico y condrocitos
ted antibody (Histostain-sp l^it, Zymed
Laboratories Inc, San Francisco, CA).
RNA-STAT (TEL-TEST 'B", Inc.). RT
buffer (BRL, Bethesda, MD). MoMLV
RT (BRL). RNasin (Promega, Madison,
WI). Taq DNA polymerasa (Boehringer
Mannheim). Vector de trasncripción
PT7 (Novagen, Madison, WI). [a-32P]
dCTP (Amersham, Arlington Heights,
IL). Centri-Sep columns (Princeton
Separations, Adelphia, NJ). Los
medios para los cultivos celulares pro-
ceden de MA Bioproducts.
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SEXTO OBJ ETIVO
Analizar ín vitro si durante el envejecimiento in Vivo del cartílago articular` humano
e incrementa la síntesis de NO.
DISEÑO EXPERIMENTAL
Para analizar la influencia del NO durante el envejecimiento del cartílago arti-
cular in vivo, se tomaron condrocitos de donantes de diferentes edades y se
cuantificó la producción de NO en cultivo y se estudió la expresión del gen INOS
y de la enzima. Así mismo, se cuantificó por FACs el número de células apoptó-
ticas aisladas de los cartílagos procedentes de los diferentes donantes.
^MÉTODOS :;^., ......::.: _ ^:..:.:
1. Origen de los tejidos.
El cartílago articular humano fue
obtenido de las autopsias realizadas
en el Departamento de Anatomía
Patológica del Hospital Juan Canalejo.
Se procesaron catorce muestras pro-
cedentes de donantes entre 45 y 92
años de edad.
2. Proceso del cartílago.
De cada dos secciones de cartí^ago
articular extraídas de idéntica región
anatómica (zona de carga y zona de no-
carga), procesamos 6 cilindros de car-
tí^ago adyacentes de idéntico tamaño
con puncher de 3x5mm. Dos cilindros
fueron procesados para almacenar en
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nitrógeno liquido. Los cilindros conge-
lados se utilizaron para realizar seccio-
nes de óum; posteriormente fueron
teñidos con hematosilina/eosina para
determinar el número de células por
sección. Este dato nos facilitó informa-
ción sobre la celularidad del tejido, al
tiempo que nos permitía normalizar la
cuantificación de los nitritos en los cul-
tivos de tejidos.
4. Aislamiento y cultivo de condro-
citos.
Los fragmentos de cartílago fueron
tomados de las superf'icies articulares
de los cóndilos femorales y platillos
tibiales, utilizando una hoja de bisturí y
en condiciones de total asepsia.
Posteriormente se introdujeron en un
vial estéril que contenía 5% de DMIM,
150 U/ml de penicilina, 50 mg/ml de
estreptomicina y 2ug/ml de anfoterici-
na B y se colocaron en una nevera por-
tátil con hielo a una temperatura apro-
ximada de 4°C para su transporte
hasta la zona de cultivos celulares.
El cartílago fue cortado, bajo una
campana de flujo laminar, en pequeños
fragmentos de, aproximadamente,
2x2x2 mm3, que se lavaron tres veces
con medio de cultivo. Posteriormente,
añadimos 20 ml de medio con 10% de
tripsina e incubamos el cartílago en un
baño de agua a 37 °C durante 10-15
minutos. Luego se digirió el cartílago
añadiendo 25 ml de solución de colage-
nasa [Colagenasa tipo IV 2mg/ml; 5%
FBS; penicilina ( 150 unidades/ml),
estreptomicina (50 mg/ml); 1% L-GIu-
tamina en DMEM]. El vial se introdujo
en un agitador giratorio a 37 °C duran-
te un tiempo aproximado de 16-18
horas. Los agregados multicelulares y
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los residuos de matriz extracelular fue-
ron eliminados tras centrifugar la
muestra ( lg). Filtramos las células a
través de un filtro de nylon con poros
de 25 um de diámetro y seguidamente
las lavamos 3 veces en RPMI, FBS 5%,
penicilina y estreptomicina.
Finalmente contamos las células y
las cultivamos a una densidad de 5.000
a 10.000 células/cm2 en botellas de cul-
tivo de 25 ó 75 cm2 de superficie y en
cámaras de cultivo a 37 °C y 5% de C02
hasta el momento de ser utilizadas en
los diferentes experimentos.
5. Histoquímica para iNOS.
Realizamos cortes de 6 um de gro-
sor sobre cartílago congelado, que fue-
ron fijados ^con acetona durante 10
minutos a temperatura ambiente. Las
secciones fueron incubadas con anti-
cuerpo monoclonal anti-iNOS en con-
centraciones de 1:500 durante 16-18
horas a 4°C. Como método de tinción,
empleamos un sistema de estreptavi-
dín-biotín-peroxidasa, y utilizamos dia-
minobenzidina como cromógeno.
6. Reacción de Griess.
Los condrocitos se cultivaron en
placas de 96 pocillos (50.000 ĉélulas
por pocillo) durante 48 horas, al cabo
de las cuales se recogió el sobrenadan-
te para medir la concentración de nitri-
tos (N02_). La síntesis de NO fue detec-
tada por la acumulación de N02- en los
sobrenadantes de los cultivos utilizan-
do la reacción de Griess. Se usó el
nitrato sódico para realizar una curva
estándar. Incubamos 50 ml de sobrena
dante con 50 ml del% sulfanilamida,
0.1% N-1-naftiletilenediamida dihidro-
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clorhído en 25% HsP04 a temperatura
ambiente durante 5 min. La densidad
óptica fue medida a 570 nm.
7. PCR para iNOS: Reaerse 7y-ans-
cription-Polymerase Chain Reac-
tion (RT-PCR) .
Aislamos el RNA con RNA STAT
(TEL-TEST "B", INC.) a partir de
1.000.000 de células. Posteriormente se
realizó Transcription Reverse utilizan-
do RT buffer (BRL), 10 mM DTT, 500
mM dNTPs, 50 ng random hexanucleó-
tidos, 20 U MoMLV RT (BRL) y 20 U
RNasin (Promega) durante 60 minutos
a 37 °C.
La PCR fue realizada con 2 ml de
cDNA en 20 ml de buffer con 1 U Taq
DNA polimerasa. (Boehringer Mannheim),
2 mM dNTP, 1.5 mM MgCl2, 10 mM Tris
pH 8.3, 50 mM KCI, 200 pmol de cada
primer. El protocolo de amplificación
fue el siguiente: 30 segundos a 94 °C, 30
segundos a 60 °C y 30 segundos a 72 °C.
Los productos conseguidos con RT
PCR fueron separados en geles de aga
rosal 1.5% y teñidos con bromuro de
etidio. La secuencia del primer para la
cadena sense es ACA TTG ATC AGA
AGC TGT CCC AC (nucleótidos 2125 a
Óxido Nítríco y condrociíos
2147), y para la cadena antisense CAA
AGG CTG TGA GTC CTG CAC (nucle-
ótidos 2360 a 2340). Estos primers
amplifican un producto de 235 bp.
8. Cuantificación de células apop-
tóticas por FACs.
Las células recién alsladas fueron
fijadas en 70% de etanol a 4°C durante
60 minutos, lavadas e incubadas con
RNAase (50 mg/ml) y propidium iodide
(PI, 100 mg/ml) ^ durante 15 minutos a
temperatura ambiente en campo oscu-
ro a 4°C. Medimos la fluorescencia de
los núcleos por citometría de flujo en
un FACscan (Becton and Dicl^inson,
Mountain View, CA), utilizando un
espejo dicromático de 560 nm y un fil-
tro de 600 nm. Los datos fueron expre-
sados como porcentajes de núcleos
apoptóticos.
9. Análisis estadístico.
En cada uno de los experimentos, la
medida individual se llevó a cabo por
duplicado o por triplicado. El análisis
estadístico aplicado para la correla-
ción entre la edad y los niveles de NO
y la apoptosis fue un test de regresión
lineal.
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I. EL ÓXIDO NÍTRICO
Y LA PROLIFERACIÓN DE LOS CONDROCITOS
1. Los donantes de NO inhiben la
proliferación de los condrocitos.
Realizamos un primer grupo de
experimentos con un objetivo de parti-
da: analizar los efectos que el NO exó-
geno tenía sobre la proliferación de los
condrocitos.
Cultivamos los condrocitos con FBS
o TGF(3, factores que desencadenan
una respuesta proliferativa en las célu-
las (Figura 1), y comprobamos que el
SNP había inhibido de forma dosis-
dependiente la proliferación provoca-
da por el suero (Figura IA) y por el
TGF(3 (Figura 1B).
Figura 1. EI donante de NO (nitroprusiato sódico) inhibe La proliferación de los condrocitos. La proliferación de los
condrocitos fue inducida con FBS 5% (Panel A) o lOng/ml TGF(31 (Panel B). El SNP se añadió al inicio de los cultivos ^ la
proliferación fue medida al cabo de 12 horas de cultivo. Los resultados se muestran como media EM de 6 experimentos realiza-
dos independientemente y por triplicado a partir de células de 6 donantes diferentes.
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En aquellos casos en los que se utili-
zaron concentraciones de SNP de
0.2mM, este causó una inhibición
>50%. La viabilidad de las células fue
analizada utilizando una tinción de eri-
trocina y se comprobó que el efecto
antiproliferativo del SNP no estaba
causado por su toxicidad celular.
2. E1 NMA neutraliza parcialmen-
te el efecto antiproliferativo de la
IL-l.
Estudios previos han demostrado
que, en los condrocitos articulares
humanos, la estimulación con Ilrl pro-
voca la manifestación de RNAm de iNOS
y la liberación de NO. Dado que la Ilrl y
el NO derivado de SNP (fuente exógena
de NO) inhiben la proliferación de los
condrocitos, nosotros nos proponemos
averiguar si el NO producido endógena
mente interviene en este efecto.
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Tras tratar los condrocitos con
TGF^3 e IL-l, añadimos en estos culti-
vos el N-monomethyl-L arginina
(MNA) -un inhibidor competitivo de
NOS- en diferentes concentraciones.
Los resultados mostraron que, en
concentraciones comprendidas entre
un 0.1 y un 10 ng/ml, la IL-1 inhibía la
proliferación de los condrocitos indu-
cida por el suero (5% FBS) y por TGF(3
(10 ó 1 ng/ml). La adición de NMA
(0.01 a 5 mM) neutralizó parcialmente
esta inhibición de la IL-1 sobre la pro-
liferación inducida por el suero o por
la TGF^3. El efecto neutralizador del
NMA sobre la IL-1 fue aproximada-
mente de un 70% (Figura ,2) .
Sabiendo que el NMA compite con
la L-arginina por unirse al NOS, reali-
zamos diversos experimentos para
demostrar su especificidad.
Cigura 2. EI NMA contrarresta el efecto antiproliferativo de la IL-1. Los condrocitos fueron estimulados con 5°^^ FBS o
IOng/ml TGF(31 y cultivados en presencia de IL-1 (Ing/ml) y la dosis indicada de NMA. Los resultados representan 6 erperi-
mentos realizados independientemente y se muestrans como media de cpm +SEM de la incorporación de la 3H-tímidina (Panel
A). El Panel B muestra la relación inversa entre los niveles de proliferación de los condrocitos y los niveles de nitritos en el medio
de cultivo. Los condrocitos fueron estimulados con TGF/3 y tratados con el otro agente al iniciar el cultivo celular. A1 cabo de 48
1loras, se recogió el medio para medir los nitritos con la reacción de Griess; la proliferación fue cuantificada al cabo de 4 días. Los
resultados se muestran como la medía de cpm+SEM de 6 experimentos realizados independientemente y por triplicado con célu-
las de 6 donantes diferentes.
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La administración excesiva de la
L-arginina (2mM) contrarrestó el efec-
to de NMA sobre la inhibición provoca-
da por IL-1 en la proliferación de con-
drocitos. El sobrenadante de estos
experimentos fue recogido a las 48
horas de pocillos duplicados para ana
lizar los niveles de nitritos. Los resulta-
dos mostraron una relación directa
entre los niveles de nitritos y la escasa
respuesta proliferativa en todas las
condiciones estudiadas (Figura 2B).
c^
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3. La interacción entre PGE2 y NO
en el efecto inhibidor de la prolife-
ración de los condrocitos de la IL-1.
La PGE2 posee la capacidad de
reducir la proliferación de los condro-
citos inducida por el suero. Este hecho
nos llevó a examinar las posibles inte-
racciones entre el NO y la PGE2 como
mediadores de ta1 efecto. Demostramos
en primer lugar que, al añadir la PGE2,
se produce una reducción de la prolife-
T
T
T
T
^ 5 ^ ^ ^n^
^^ ^^Q^^ ^^ INDOMETACINA [µM] +xv^Q
^ IL(3-1 [5ng/ml]+TGFR [10ng/ml]^.\
Figura 3. La PGE2 inhibe la proliferación de los condrocitos. La proliferación de condrocitos fue inducida con S`% FBS
(Panel A) o l Ong/ml TGF^3 (Panel B). La PGE2 fue añadida al iniciar el cultívo y la proliferación se midió por la incorporación
de 3H-timidina al cabo de 4 días. El panel C muestra cómo la indometacina, añadida al inicio del cultivo, óloqueó de forma dosis-
dependiente el efecto inhibidor del crecimiento celular de la IL-1. Los resultados se muestran como la media de cpm+SEM de 6
experimentos realizados índependientemente y por triplicado con células de seis donantes diferentes en cada experimento.
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ración celular inducida por el suero
(Figura 3A) o por el TGF(3 (Figura
3B), que es dosis-dependiente. Para
analizar si la inhibición de la Ilrl sobre
la TGF(3 estaba mediada por la PGE2,
añadimos indometacina a los cultivos
tratados con TGF^3/Ilrl y comproba-
mos que la indometacina neutraliza de
manera absoluta y dosis-dependiente
el efecto antiproliferativo de la Ilrl
(Figure 3C).
4. El NO induce la síntesis de la
PGE2.
Los resultados mostrados hasta
ahora identifican al NO y a la PGE2
como inhibidores de la proliferación de
los condrocitos y revelan que estos son
efectivos cuando se añaden de forma
exógena y, también en parte, como
mediadores endógenos de los efectos
de la IL-l.
Basándonos en estos resultados,
nosotros creemos que es posible que el
NO participe en la inducción de la
PGE2, o que la PGE2 contribuya a la
producción del NO; ambos forman
parte de una interacción en serie que,
en último término, origina la inhibi-
ción de la proliferación de los condro-
citos.
Estudiamos en primer lugar el papel
de la PGE2 en la inducción del NO y
comprobamos que la adición de PGE2
a concentraciones comprendidas entre
1 y 100ng/mi no ocasionaron en los con-
drocitos en cultivo un aumento signifi-
cativo en cuanto a la liberación de los
niveles de nitritos. Por su parte, la indo-
metacina (0.1-10uM) no mostró ningún
efecto inhibidor en la síntesis de NO
inducida por la Ilrl (Figura -^).
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Figura 4. La PGE2 no es capaz de inducir NO. En una
placa de 96 pocillos, fueron cultivadas 50.000 células en
cada pocillo y tratccdos estos con PGE2, IL-1 o IL-1 mícs
indometacina (µM). El medio de cultivo fue recogido al cabo
de 48 horas y los niveles de nitritos fueron determinados uti-
lizando la reacción de Griess. Los resultados se muestran
como media de los niveles de nitritos en nmoles/50,000
células748h de 6 e:vperimentos realizados independientemen-
te y por triplicado con células de 6 donantes diferentes.
A continuación, examinamos la posi-
bilidad de que el NO indujese la síntesis
de la PGE2. Los condrocitos fueron esti-
mulados con IIrl, lo que provocó un
incremento en los niveles de PGE2, que
alcanzaron su valor má.ximo a las 24
horas. Este mismo intervalo fue aplica
do en todos los experimentos sucesi-
vos. El SNP produjo un incremento de
15 veces la síntesis de PGE2 en compa
ración con los niveles basales (Tabla 1).
Por otra parte, la inducción de la sínte-
sis de PGE2 provocada por la Ilrl fue
mediada por el NO, ya que el NMA (en
una concentración (1mM) bloqueó com-
pletamente la producción de PGE indu-
cida por la IL-1 (Tabla 1).
Tabla 1: Inducción de PGE2 por el NO
ESTÍMULOS PGE2 (pg/ml)
Medio 138
IL-1 (ng/ml) 1109
IL-1+ NMA (1 nM) 458
IL-1+ NMA +L-Arg (2mM) 5186
SNP (0.2mM) 2108
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5. El efecto de la indometacina en
la capacidad antiproliferativa del
NO.
Los resultados de los experimentos
realizados hasta ahora muestran que
tanto el NO como la PGE2 intervienen
en la acción antiproliferativa de la IL-1,
y que la inducción del NO producida
por la IIrl es necesaria para la síntesis
de PGE2.
El último grupo de experimentos de
este objetivo pretende analizar si el
efecto inhibidor del NO depende de la
PGE2. Se añadió TGF(3 para inducir la
proliferación de los condrocitos y ésta
fue reducida de forma dosis-depen-
diente por el SNP (Figura 5). La adi-
ción de la indometacina aumentó la
proliferación de cada una de las dosis
de SNP utilizadas. En las dosis más
altas de SNP (0.5 and 0.2mM) la indo-
metacina neutralizó parcialmente el
efecto del SNP e inhibió por completo
los efectos de las dosis más bajas del
SNP. Estos hallazgos nos muestran que
Óxido Nítrico y condrociíos
la PGE2 funciona como un mediador
de los efectos del NO y que es respon-
sable, al menos en parte, de su capaci-
dad para inhibir la proliferación de los
condrocitos articulares humanos.
Figura S. La acción de la indometacina sobre el efec-
to antiproliferativo del SNP. La proliferación de los con-
drocitos fue inducída con TGF(3 (IOng/ml). A1 iniciar el
ctidtívo se añadieron SNP y la dosis indicada de indometaci-
na y la proliferación fue determinada después de 4 días por
la incorporación de 3H-timidina.
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II. EL OXIDO NITRICO
Y LA VIABILIDAD DE LOS CONDROCITOS
1. Los donantes de NO inducen
apoptosis en los condrocitos, pero
los radicales libres de oxígeno no.
Cuando se suministró NO como SNP,
indujo muerte celular en condrocitos
articulares humanos primarios o sub-
cultivados. A1 analizar por microscopía
de luz los cultivos tratados con SNP,
observamos que estos contenían células
con pequeños cuerpos alrededor de los
condrocitos o que surgían de las mem-
branas celulares (Figuras 1 C, D). Los
condrocitos parecían más pequeños en
volumen celular, mientras que las célu-
las, con el volumen aumentado caracte-
rístico de la necrosis, no fueron obser-
vadas excepto a muy altas concentra
ciones de SNP (>4mM). La tinción con
DAPI de las células cultivadas mostró
que el SNP y el SNAP inducen conden-
sación y marginación del DNA (Figura
,2). En un bajo porcentaje de células
(<10%), este efecto se detectó al cabo
de 6 horas, y afectó a la mayor parte
(83% de las células) al cabo de 24 horas.
Para cuantificar estos cambios, teñimos
las células con ioduro de propideo y las
analizamos mediante citometría de flujo
(Figura 3). El resultado fue que, en res-
puesta al tratamiento con SNP, se pro-
ducía un progresivo descenso en el pico
diploide y un incremento en el número
de células hipoploides. La microscopía
electrónica confirmó la formación de
típicos cuerpos de apoptosis limitados
por membrana citoplasmática (Figura
-^B, C) . Además, se detectaron cambios
precoces en los nucleolos, cuya estruc-
tura iba desde los nucleolos probremen-
te organizados y con forma irregular
hasta los nucleolos redondos, más
pequeños y compactos (Figura -^B).
Como referencia para la cornparación
con apoptosis, mostramos en la figura
4D una célula necrótica. Los efectos de
SNP y el SNAP fueron similares en
todos ellos, pero el tiempo necesario
para producir dichos efectos fue dife-
rente: con SNAP, los efectos alcanzaron
su plenitud máxima a los 8 horas frente
a las 16 horas requeridas por el SNP.
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Figura 1. Los donantes de NO (SNP y SNAP) inducen apoptosis en los condrocitos. Los condrocitos (pase 1) fi^eron
cultivados en cámaras de cultivo celular v tratados con. nitroprusiato sódico (2 mM). Se analizaron por microscopía elec -
tróni^ca células sin tratar (Panel A) y células tratadas con SNP al cabo de 6(Parzel B), 10 (Panel C) y 18 horas (Panel
D). Después de 6 horas, las células se r•educen de tamaño y se despegan del foru^o de la cámara de cultivo. A las 8 horas,
alga^nas células rrtuestran claros cambios citoplczsmáticos y en la membrana. A las 18 horas, las células presentan com -
pleta fragmentación y algunas células presentan cierto grado de apoptosis.
Figura 2. Fragmentación de DNA
inducida por el SNAP. La fzgura
muestra la tinción con DAPI anali -
za^da por microscopía de fluores -
cencia (Paneles A-C) y por la com -
binación de fluorescencia y
mic.roscopía de luz (Panel D).
Panel A: Células sin tratar
(Control). Panel B: Células trata -
das con SNAP (2 mM) durante 8 h.
Paneles C y D: Células tratadas
con SNAP (2 mM) durante 24 h.
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Figura 3. Efectos del SNP so^re los condroc,itos
analizados por citornetríc^ dc.flujo. Los con^i ►^ocitos
f i ► e ►ron eultivc►dos en me^íio solo o t ►^c► tac^os eon SNP
(2mM) clurante 12, 16 y 24 horczs ^ fi ►c ►^o ►2 tcñidos
co ►1 yo^l►ro ^e propi^io para ser anc^lizc ►clos co ►11n cito-
nletríc► de flujo. EI pc►nel A muestra el típico pico de
ADN de los eondroeitos diploicles sin trc ► tc►►: Los pc►neles
B-D ml►estrc►n l^n c^escenso proc^resivo en cl pico diploi-
c^e ^ un incremcnto en cl nlímero ^e células 1lipoploides.
Figura 4. Mic^-oscopín elect^•ónicn de los cond^^ocitos en cultivo. A) Control; B) 2 mM SNAP dw-c►nte 8 h; C y D) 2 mM
SNP d ►u-c►►lte 1< 11. A) Control, los condrocitos si ►1 trc► tnr c►pnrccc ►i cc►rnctcrizados po ►- ►►n citoplasmc► clc►borado con mucllas or ĉ^ c►-
►►e1as i^ ► ui núcleo eon ►lueleolo pobremente or^c ►nizc►c^o. Bc► rrc►s íc^uc^l n 2 mm. B) Des^ués de t ►^atc►mie ►2to eon SNAP c^ln^c►nte 8
horas, los nucleolos (flecllas) est^n redon^^os y compactos, y se observan sc►lienc^o c^el cito^lcrsmc ► probc^bles cue ►pos c►po^tóticos
(fleehc►s). Es dc ► iotar^ Ic► ^tiisteneic► de ^oec ►s orĉ^ c►nelc►s. Bc►r ►-c► iguc►1 c^ 2 mm. C) Despi ► és ^el trc► tc►miento eor12 mM SNP di ►►-c►ii-
te 1^ horns, m ►► chc►s eélulc►s se des^e ĉ^ c►n del f'ondo c^e Icz botella de el ►Itivo y se puec^en observczr vc► ric►s elc►ses de euerpos apoptó-
tieos ci^li ►►liíados (t1^el^icrs), c ►Igi►►los de los euc►les ►^eet ► e ►•dc►n c► los vistos en el panel B. Bc► rrc► igi►c^l c^ 2 mm. D) Después del t ►-a-
tc►►^iie ►2to co ►2 2mM de SNP d ►► rc►nte 16 horns, se puede observc ►r t ►nc^ occ►sional célt ►Ic► necróticc► , corl t►n nlícleo tume_fc►cto (n) y
luln pec^t ► eric► cr►►lti^c►d de eitoplc ►smc► eon poens or^c►nelas i^lentifiec► dc►s. Bc► r ►^c► í ĉ^ uc►1 a 2 ►^7 ►^1.
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Para saber si los condrocitos sufren
cambios similares en respuesta a otros
radicales, nosotros analizamos el efecto
de la hipoxantina y xantina oxidasa. La
exposición de los condrocitos al sistema
hipoxantina-xantina oxidasa no indujo
cambios apoptóticos perceptibles, pero
sí detectó un descenso en cuanto a la
viabilidad celular dependiente del tiem-
po y de la dosis (Figura 5).
. En resumen, estos resultados indican
que el NO generado por donantes exó-
genos puede inducir cambios morfológi-
cos y fragmentación del ADN, caracte-
rísticos de la apoptosis. Por el contrario,
los radicales de oxígeno no inducen
cambios apoptóticos en los condrocitos.
2. La IL-1 y otros inductores de la
síntesis endógena de NO no provo-
can la muerte celular de condrocitos.
Estudios previos han demostrado
que en los condrocitos articulares
humanos la estimulación con Ilrl da
como resultado la producción de NO.
Dado que el donante de NO SNP induce
apoptosis en los condrocitos, nosotros
10 7 5 1
^XO [µM] + HXA 25µM
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Figura S. Los efectos de Los
radicales de oxígeno en la viabi-
Lidad de los condrocitos y en la
apoptosis. Los condrocitos fueron
incubados en presencia de las con-
centraciones indicadas de xantina ^
xantina-oxidasa durante 24 horas.
Se tiñeron las célt^las con rojo de
eritrocina para analizar la viabili-
dad ^ se utilizó DAPI para la detec-
ción de los cambios apoptóticos.
Los resultados se muestran como la
media del % + SEM.
nos propusimos analizar si el NO produ-
cido endógenamente era capaz de indu-
cir efectos similares. Los condrocitos
fueron tratados con IIrl (0.1 a 10 ng/ml)
durante diferentes períodos de tiempo,
pero la viabilidad celular no se vio signi-
ficativamente reducida y no se observa
ron cambios apoptóticos cuando fueron
analizados por microscopía de luz y con
la tinción de DAPI (Tabla 1) . Además,
algunas combinaciones de inductores
de NO como el TNF, Ilrl, IFNg y LPS no
indujeron apoptosis. A las 24 horas se
recogió el sobrenadante de los pocillos
de los mismos cultivos celulares para
medir los niveles de NO. El resultado
confirmó la existencia de la esperada
inducción de altos niveles de la síntesis
de NO endógeno por la IIrl y por los
demás estímulos (Tabla 1). ^
Tabla 1: La producción endógena de NO no se
r_nrrPlacinna r_nn la muert^ celular
Estímulos nitritos agoptosis viabilidad
Medio 0.8 <1% 96%
IL-1(5ng/ml) 26.2 <1 % 93%
TNF(10ng/ml) 18.4 <1% 91%
LPS (1 µg/ml) 21.1 <1 % 92%
IL-1+TNF+LPS 29.8 <1% 91%
SNP (2mmol/I) 42 80% 90%
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3. La interacción del NO y los radica-
les de oxigeno sobre la inducción de
apoptosis en los condrocitos.
Los condrocitos estimulados con
IL-1 también producen radicales de
oxígeno, que pueden reaccionar con
NO para formar peroxinitrito, así como
reducir los niveles de NO biológica-
mente activo e inducir necrosis en
otros sistemas celulares.
Nosotros ensayamos la combina-
ción de IL-1 con quelantes de los radi-
cales de oxígeno. La adición de DMSO,
DMPO o NAC a los cultivos estimula-
dos con IL-1 no redujo la viabilidad
celular y, en ausencia de IL-1, estos
Óxido Nítrico y condrocitos
reactivos no indujeron cambios apop-
tóticos perceptibles. Sin embargo, la
combinación de los quelantes de radi-
cales y IL-1 causó un incremento en el
número de células apoptóticas, varia-
ble según el tiempo y que alcanzó los
máximos niveles al cabo de 20 horas
(Figura 6).
En las concentraciones analizadas,
los tres bloqueantes de los radicales no
difieren entre sí ni en la cinética ni en la
magnitud de sus efectos. La catalasa,
pero no la superóxido dismutasa,
ambas empleadas como bloqueantes
fisiológicos, causaron similar inducción
de la apoptosis en presencia de IL-1
(Figura 7) .
T
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0 4 $ 1^ 16 ?^ 24
........^........ IL-1 5ng/ml
^_ IL-1+DMS0 500 mM
----0---- IL-1+ NAC 5 mM
____^____ IL-1+DMP0 50 mM
Figura 6. Ln IL-1 i ►lduce In npoptosis en los condrocitos en presencin de tiloquenntes de rndicnles de oxígeno (A) y cntn-
lnsn (B). Los condrocitos fueron incubados con IIr 1 y DMSO, NAC o DMPO y analizados por citometría de f lujo para calcular el por-
centaje de células apoptóticas. La comparación de los valores obtenídos con IL-1 sola versus la presencia de bloqueantes de radicales
a las 6 y 8 horas p<0.01; en todos los otros tiempos p<0.001).
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T
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T
____^.___ IL-1 5ng/ml
^r IL-1+SD0 1000 U/ml
,,,,,,,,^,,,,,,, IL-1+Catalasa 5000 U/ml ^
^a ^ $ i^ 1^ ^ŭ ^^
Pigura 7. Idt IL-1 induce ln c^^optosis en los condrocitos en presenc,in de catnlnsn. Los condrocitos f iieron incu^c^ctos co ►i
IL-1, sl^pei-oiídc^sn ^ismi^tc^sc^ y ecztc^lc^sa ^ czncilizc^^os^or eitometfía de flujo^c^r-c^ ec^leulnr el poreentczje ^e eélulas c^poptótiec^s. Lcz
eornharaeiórl de los ^^aloi-es obt^nidos eon IL-1 solc^ versus Ic^ preseneia ^e bloc^uec^ntes de rc^díec^les c^ 1as 6 II 8 horc^s p<0.01; en
todos los otros tíempos^<0.001).
El análisis del ADN mostró el patrón
ladder típico de la apoptosis causado
por la fagmentación internucleosomal
en los cultivos que fueron tratados con
IL-1 y DMSO, pero no en respuesta a la
IL-1 aplicada aisladamente (Figura 8).
4. La apoptosis inducida por la IL-1
en presencia de los bloqueantes de
los radicales de oxígeno depende de
la síntesis de NO endógena.
Para examinar si el NO endógeno
interviene en la apoptosis de los con-
drocitos inducida por la IL-1 en presen-
cia de bloqueantes de radicales de oxí-
geno, nosotros añadimos el inhibidor
de la NOS N-monometil L-arginina
(NMA). Los resultados revelaron que el
NMA reduce de forma dosis-depen-
diente la apoptosis inducida por la IL-1
Ó^ido Nítrico y condrocitos
Figura 8. Ln apoptosis irldt^cidc^ por ln IL-1 est^ nso-
c,iada con ln ,fi-ngmentac,ión intcrnuc,leosomnl dcl
ADN. Los condrocitos _fite^-on etiltivc^dos en ^^ledio solo
(líncn 1), IL-1 (lín^n 2), SNAP (línec^ 3) o In com(^í^^ic^ción
de IL-1 y DMSO (linec^ 4). Lns c^lulc^s fi^c ►-o ►1 reco ĉ^ iclcrs
después de 12 horc^s pn ►-a In eltrc^cciórl de ADN, el cl^nl f ite
mc^rec^do y sepc^i-ado en gel de a ĉ^ ai^osc^.
62
F. J. Blanco
ia^o ,
Q ^
Q ^
c^
VJ
_^
^
.^
U
\°O
q
q
D
^^
a
Óxido Nítrico y condrocitos
T
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Figura 9. Ln npoptosis inducida por IL-1 en presencia de los tiloqueantes de los radicales de oxígeno es dependien-
te de la síntesis endógena de NO. Los condrocitos fueron tratados con IL-1 (5 ng/ml) o DMSO (500 mM) en ausencia o pre-
sencia del inhibidor de la síntesis de óxido nítrico NMA (1mM). Las células fueron recogidas en los tiempos indicados ^ anali-
zadas con citometría de flujo para calcular el porcentaje de células apoptóticas. La comparación de los valores obtenidos con IL-
1+ DMSO versus IL-1 + DMSO + NMA a las 6 y 8 horas mostró diferencias p<0.01; para todos los otros tiempos p<0.001).
(Figura 9) y que, con un dosis óptima
de NMA (1mM), se produce un descen-
so significativo (48-66%) en el número
de células apoptóticas. Esto quiere
decir que, para que la IL-1 induzca
apoptosis, es necesario el NO produci-
do de forma endógena.
5. Los radicales de oxígeno reducen
la apoptosis inducida por el NO
mediante la disminución de los
niveles del NO biológicamene acti-
vo, y el NO protege a los condroci-
tos de la necrosis inducida por los
radicales de oxígeno.
Los siguientes experimentos están
encaminados a estudiar los mecanis-
mos que hacen posible que el superóxi-
do reduzca la apoptosis inducida por el
NO. Puesto que los condrocitos esti-
mulados con IL-1 producen NO y radi-
cales de oxígeno, cabía la posibilidad
de que las reacciones entre los diferen-
tes radicales redujesen los niveles del
NO biológicamente activo. Esta hipóte-
sis se vio conf'irmada en nuestros expe-
rimentos, en los que la adición de
DMSO, DMPO o NAC aumentó los
niveles de nitritos en los cultivos de
condrocitos^ estimulados con IL-1
(Figura 10). Estos resultados también
revelan una correlación entre altos
niveles de NO y la inducción de apop-
tosis en los condrocitos.
Los radicales de oxígeno generados
por la hipoxantina-xantina oxidasa no
indujeron cambios apoptóticos, pero
causaron necrosis de forma dosis-
dependiente. El hecho de que, tras esti-
mular las células con IL-1 y con otros
estímulos proinflamatorios, los radica-
les libres sintetizados endógenamente
no estuvieses asociados con la necro-
sis de los condrocitos fue un hallazgo
inesperado. La interacción de los dife-
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Figura 10. Ln inhitiición de los radicales de oxígeno
incrementa los niveles de NO en los ci^ltivos de condro-
citos estimi^lados por IL-1. Los condrocitos fueron c^iltiva-
dos en presencia de IL-1 (5 ng/ml) o IL-1 + DMSO (200
nM), NAC (1 mM), DMPO (5 ng/ml), SOD (100 U/ml),
catalasa (1000 U/ml) o ambos, SOD ^ catalasa. EI medío
1iie recogido al cabo de 48 horas ^ se determinaron los níve-
les de nitritos. * Indica p<0.001 en comparación con la IL-1.
rentes radicales en la regulación de la
apoptosis de los condrocitos sugiere
que mecanismos similares pueden
gobernar la inducción de la necrosis.
Para examinar esta hipótesis, nosotros
estimulamos condrocitos con una com-
binación de IL-l, TNF y LPS, la cual no
induce apoptosis ni necrosis. Sin
Óxido Nítríco y condrocitos
Figura 11. La inhiliición de la síntesis del NO en pre-
sencia de mediadores pro-inflamatorios provoca
necrosis de los condrocitos. Los condrocitos fueron esti-
mulados con IL-1, TNFa y LPS en presencia ^ en ausencia
de NMA. Se determinó la viabilidad celular mediante tin-
ción del rojo de eritrosina.
* Indica p<0.001 en comparación con la media.
embargo, cuando la producción de
altos niveles de NO en estos cultivos
fue inhibida por NMA, había inducción
de necrosis (Figura 11).
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III. EL ÓXIDO NÍTRICO Y EL ENVEJECIMIENTO DE
LOS CONDROCITOS
l. Variaciones en los efectos de
regulación del crecimiento que tie-
nen la IL-1(3 y el TGF^3 sobre los
condrocitos en cultivo.
Para analizar la respuesta prolifera-
tiva al TGF^3 se examinaron células pri-
marias de condrocitos articulares
humanos procedentes de donantes
sanos, así como las mismas células
sometidas a varios subcultivos in vitro
(entre 1 y 12 pases). Durante los sub-
cultivos, disminuyó el efecto estimula-
tivo de TGFR sobre la proliferación.
Después del pase 6, tal efecto había
desaparecido (Figura 1A); en las célu-
las sometidas a los últimos pases, el
efecto del factor de crecimiento llegó a
ser incluso inhibidor. Por el contrario,
la respuesta de los condrocitos a la
citoquina IL-1(3 mostró un patrón inver-
so: en células primarias y en las some-
tidas únicamente a los primeros sub-
cultivos, la IL-l^i inhibió la prolifera-
cion inducida por el suero y por el
TGF^3. El efecto anti-proliferativo de la
IL-1^3 decreció durante los subcultivos
sucesivos y, después del pase 6, la IL-1 ^3
llegó a tener un efecto estimulativo
sobre el crecimiento de los condroci-
tos (Figura 1B).
2. Interacción de la IL-1(3 y la TGF (3
sobre la regulación de la expresión
de iNOS y la producción de NO por
condrocitos primarios.
La IL-1^3 es un conocido inductor de
la producción de NO, mientras que el
TGF(3 por si solo no induce la síntesis
de NO en los condrocitos primarios. En
otros tipos celulares, TGF^i inhibe la
producción de NO inducida por el LPS
o el IFN-^y, a través de un mecanismo
postranscripcional.
No existe información acerca de la
acción de la Ilrl y el TGF^3 sobre la
regulación de la síntesis de NO por los
condrocitos primarios. En condrocitos
primarios procedentes de seis donan-
tes diferentes no se detectó ningún
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Figura l. Cnrntiios en el efecto regi^lctdor del c,rec,imiento ceh^lar indi^cido por el TGF(3 y ln IL-1 d>irante el s>ihc>^l-
tivo de los eondroeitos. Co ►ldroeitos hroeede ►ltes de 1 ► n mismo donc►nte fi►e ►-on suleultivczdos din-cznte 12 pc►ses. En ec►dc► pc►sc
Ic►s e^1i ► Ic►s se ►► tilizn ►^o ►1 pc►►-c► ►-ealizar estudios de^ ►-olife ►-aeión eon S`% de FBS y 10 ng/ml de TGF(31 (A) 0 1 ng/ml ^e IL-1(3
^BĴ , CjUL' f 11C Cif1C1(^ÍC^O CI1 ^I Y110Y11L11t0 YI11Si110 (^^ ll11C1C^YS(' CI CUIt1V0. LOS ►"C'SIIItCiC^OS SL' Yl1LlL'Stl"C^11 COl?10 ICi Y11^C^1C^ C^C CI7h1 C^C ^ L'^ti^L'-
1"U71C11tOS 1"L'CiIIZC^LIOS 111C^['^CI1(^1C ►1tCi11L'ilte l^ ^Ol" tl"Í^)II1CCiCIO.
efecto del TGF(3 en la liberación de NO.
En diferentes concentraciones de IIrl(3
y TGF(3 añadidos conjuntamente, com-
probamos que los niveles de NO medi-
dos al cabo de 48 horas no variaban de
los inducidos por la acción aislada de
la IIr 1^3 (Figura 2A). Esta respuesta
difiere del efecto de la TGF(3 en otros
tipos de células. Sin embargo, la pre-
incubación de los condrocitos con
TGF^3 produjo una elevación tiempo-
dependiente de los niveles de NO indu-
cidos por la estimulación de la IL-1(3.
4$
T
Ĝ 4
^
Control TGPR IL-1R lí: 1 + "1'GI^R
El efecto del TGF(3 en la producción
de NO en esta ocasión también varía
con respecto al de las células mesan-
giales o el de la,s célula,s musculares
lisas.
Al contrario de lo que sucede en
condrocitos de conejo, en los condro-
citos articulares humanos la estimula-
ción, e incluso el pretratamiento con el
TGF(3, no disminuye la síntesis de
IIr1R, ya que las células todavía res-
ponden a IIr 1(3. El análisis de la expre-
sión del gen iNOS (mRNA iNOS) en
l^igura 2. I►^^terncciones c^e IL-1 y TGF(3 en ln re^ ►.^lnción de ln ex^resión de iNOS y la producción dc^ NO por condro-
citos p^^il^llm-ios. A: Co ►irirocitos pr-imn ►-ios fite ►^on estimt^lc ►dos con IL-1 (1 ►1g/n21) o TGF(3 (IOn^/ml). Lns c,^li^lc►s^i►e ►-on prein-
c ►►bc► dc►s eri r ►ledio y Iue ĉ^ o estinu ►lc►dns eon IL-1 or TGF(3. Lczs eélulc ►s fŭeron tc^ ►^nbién p ►-eíneubc►^ns dw-c^nte 24 ó 72 horc ►s i^
111P(JO CSt111111ICICÍ(IS C011 IL-1 C^LII"CZ11tC 4^I1. B: N01"t^1L'I"Yl1 ^JIOt C^C 1NOĴ iNf^Yl1. LIYICCI 1: COYI(^i"OC1tOS^7YIn1C^YlOS S1Yl CStÍ111lLIC^1: LÍ11CC^
2: EstinlilIc►ción cor► IL-1 d ► u-c►► ite 4 17o ►-c►s. Líncc► 3: Esíinu ►lc^ción con TGF(3 ^ ►^rc►ntc 48 {^►oras. Línca 4: Prcincubc►ción co ►1
TGF(3 dtu-n ►ite 48horc►s se ĉ^ l ► i^Io de IL-1 cl ► n-a ►Ite 4 horas.
66
F J BIC^11C0
cinco experimentos realizados inde-
pendientemente no muestra efecto
alguno del TGFR por sí solo. Cuando
los condrocitos fueron pre-incubados
con TGF(3 durante 48 horas, se detectó
sin embargo un incremento en la
expresión de iNOS mRNA cuando se
utilizaron la IL-1(3 y el TGF(3 de forma
simultánea (Figura ^B). Estos resulta-
dos demuestran un patrón único en la
regulación de iNOS por la IL-1^3 y
TGF(3.
3. La regulación de la producción
de NO por la IL-1(3 y el TGF^3 mues-
tra cambios similares a los efectos
de estas citoquinas sobre la sínte-
sis de ADN en los condrocitos.
Durante los subcultivos de los con-
drocitos se producen ciertos cambios
morfológicos y funcionales caracterís-
ticos de las células fibroblásticas. Por
este motivo, nosotros examinamos la
regulación de la expresión de iNOS por
la IL-1^3 y el TGF^3 durante el subcultivo
de los condrocitos, para determinar si
la variación de los efectos reguladores
del crecimiento de IL-1^3 y TGF^3 está
asociada a los cambios en la expresión
de iNOS. Al aumentar el número de
pases, disminuyen los niveles de NO
inducidos por IL-1^3, y después del pase
número 6 ya no se detecta el efecto de
la IL-1 (Figura ^). Cuando las células
procedentes de diferentes pases fueron
coestimuladas con IL-1^3 y TGF(3, se
constató un incremento sinérgico en
los niveles de NO después del pase 5.
Esto coincide con la fase en la que la
inducción de NO por la IL-1 se hace
indetectable. La capacidad de TGF^3
para aumentar la producción de NO
durante la co-incubación con IL-1(3 se
Óxíclo Nítrico y condrocitos
Fi^i^rn 3. Rec^i.^^ncióri de ln prodiicción dc NO por la
IL1 y cl TGP(3 dt^rnntc cl ci^ltivo de condrocitos. Sc
nu^est^-c^n los ►-esultc^^los eomo lc^ i^le^icz ^e los ►^liveles c^e
►^iitritos cn nmoles/ 100.000 célt^las/4b' ho ►-ns en 8 cipei^í-
►ncntos.
puso de manifiesto entre los pases 5 a
6(Figura 3), el mismo período de cul-
tivo en el que la estimulación de la pro-
liferación decrece (Figura lA).
Estos efectos del TGF^3 y la IL-1(3
sobre la producción de NO durante los
diferentes pases están relacionados
con los niveles de iNOS mRNA. La
Figura 4 muestra un análisis compara-
tivo de las células primarias y los con-
drocitos en el pase 7. El hallazgo más
importante es el sinergismo entre IL-1(3
y TGF(3 en la inducción del gen de
iNOS en el pase 7.
rigura 4. RT-PCR iNOS. Rcgiilac,ión dc iNOS ^nRNtl
^or la IL-1 i^ el TGF(3 din-c^nte el ci^ltivo de condroc,itos.
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4. Los efectos antiproliferativos
del TGF(3 en los pases tardíos son
suprimidos por el inhibidor de NOS
NMA.
Los resultados presentados hasta
ahora muestran que el TGF^i pierde su
efecto estimulativo del crecimiento y
llega a ser un inhibidor del mismo
durante el subcultivo de los condroci-
tos, y que existe una correlación entre
la síntesis de NO y el efecto proliferati-
vo de la TGF^3. Para determinar si los
cambios de los condrocitos en la res-
puesta proliferativa del TGF(3 están
asociados a la producción del NO, ana-
lizamos la proliferación celular desde
el pase 2 hasta el 10. Las células fueron
estimuladas con 10 mg/ml de TGF^31 en
presencia del inhibidor de NOS, NMA
(1mM). Los resultados muestran que,
en los pases iniciales, en los que el
TGF(3 estimula la proliferación de los
condrocitos, el NMA no tiene efecto
Pigura 5. EI efecto antiproliferntivo de la TGF(3 en los
últimos pnses es bloquendo por el inhibidor de la NOS,
NMA. Los condrocitos de los pnses 2 al 10 fueron usc^dos
para los estudios de proliferación y estimulccdos con 10
ng/ml de TGF(3 en presencia de NMA (ImM).
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sobre la incorporación de timidina al
ADN. Sin embargo, cuando el TGF^i
pierde su poder estimulativo y empieza
a inhibir la proliferación de los condro-
citos (entre los pases 4 a 6), el NMA
aumenta la proliferación de los con-
drocitos (Figura 5).
5. Expresión del Colágeno tipo I y
II en los condrocitos primarios y
subcultivados. ^
Uno de los indicadores de diferen-
ciación de los condrocitos más utiliza-
do es el que hace referencia a la expre-
sión del colágeno tipo II.
Las condiciones específicas en que
las células pierden la expresión del
colágeno tipo II varía según determina
dos factores, tales como la especie del
donante de los condrocitos, su edad o
las condiciones en las que se realiza el
cultivo. Nosotros analizamos la expre-
sión del colágeno tipo I y II por inmu-
nohistoquímica en el sistema de cultivo
celular usado para los estudios de los
efectos de IL-1 y TGF(3 en la produc-
ción de NO y en la proliferación.
La Figura 6 muestra una compara-
cion entre células primarias en cultivo
y células en el pase 10. Cuando fueron
analizadas las células en cada uno de
los pases y se cuantificó mediante
inmunohistoquímica el número de ellas
que eran positivas, se detectó un des-
censo gradual en el colágeno tipo II
expresado por las células (tabla 1).
Aún más, los cambios en la expresión
fenotípica de colágeno se produjeron
durante la misma fase del cultivo en la
que se produjo la variación en el efecto
del TGF^3 y la IL-1 sobre la producción
de NO y la proliferación.
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Figura 6. Lr► exj^resión del colágeno tipo I y II en condroc,itos ^rimnrios y subci ►Itivc►dos. Conc^ ►-ocítos primarios (A y
B) ^ cond^°ocitos e ►i el pc►se 10 (C y D) fiie ►-on pues^os en slides pai-c► c ► iltivo y teñi^los c,on a ►► tic ►►e►pos especílicos pnrr► coln^eno
l►► u^^^c►no ^iE^o I(A i^ C) y tipo II (B i^ D).
Tabla 1: Expresión de colágeno durante el subcultivo de condrocitos (%)
1° P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10
Tipo I
Tipo II
0
84
0
80
12
77
20
72
25
60
45
35
62
25
74
21
80
20
83
18
90
15
6. Los niveles de NO sintetizado
por los condrocitos aumentan con
la edad del donante.
Hasta ahora los resultados obteni-
dos demuestran que, en un modelo de
envejecimiento in vitro, los condroci-
tos articulares humanos incrementan
su capacidad para sintetizar NO. Los
siguientes estudios tienen como fin
estudiar si este mismo fenómeno tiene
lugar in vivo.
Para ello, comenzamos aislando
condrocitos de cartílagos procedentes
de donantes sanos de diferentes eda-
des. Estos condrocitos se cultivaron y
se midió la producción espontánea de
NO ex vivo.
Los resultados de estos experimen-
tos muestran cómo la capacidad de sin-
tetizar NO es prácticamente nula en el
caso de los condrocitos articulares
humanos de donantes menores de 60
años. Por el contrario, todos los con-
drocitos procedentes de pacientes
mayores de 60 años producen impor-
tantes cantidades de NO de forma
espontánea e in vitro (Figura 7).
Óxido Nítríco y conc^rocitos
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Figura 7. Nivcles dc nitritos liverndos po^^ 1os condro-
citos m-tic^ilm^es. Se cultívc►►-on célulc►s ^^ ►•ocec^e ►ites ^e
rlon^n^es sc►nos de dífe ►•entes edades (50.00(^lpocillo) y el
sob ► -^ ► lc►dc►►2tc ti ► c ►^ccoc^ic^o 48 horc ►s dcspi ►cs. Los nivcles dc
► iit ►^itos f i^crort cnlci ► lac^os i ► tilizc►►7do Icz rcc►ccióri de G ►-icss.
7. La expresión de iNOS en los con-
drocitos de diferentes donantes.
Una vez demostrada la capacidad
de sintetizar NO, el siguiente paso fue
analizar la expresión del gen y de la
enzima iNOS en las células de donan-
tes de diferentes edades. El estudio por
PCR y por histoquímica demuestra que
la presencia del gen y de la proteína es
superior en los donantes de edades
avanzadas (Figu^ras 8 y 9).
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Figura 9. RT-PCR de iNOS. Dos donc ►ntes c1e edc►d < 40
c^rios (Lincc►s 1 y 2) y un donc►nte ^e 82 c►r"1os (Línca 3).
8. E1 número de condrocitos apop-
tóticos aumenta con la edad del
donante.
En experimentos anteriores,
demostramos que el NO es capaz de
inducir apoptosis en los condrocitos
cultivados. Sabiendo que la liberación
de NO aumenta con el envejecimiento,
pensamos que la hipocelularidad del
cartílago articular que se produce
durante el envejecimiento podría expli-
carse por una mayor incidencia de
Figura 8. Inmtuiohistoqtúmicn de la iNOS en condrocitos articulnres hiimanos de un don^nte de 35 niios (Panel A)
y de dor^nnte de 82 nilos (Pm1e1 B). Lc►s ec^lulns fi►eron c►isladc►s y eultivc►c^as en slic^es de et ►Itivo. Posterio ►-mc ►lte fi ►e ►-on jijc►-
dcrs eo ►1 neetor►c► dlu^nnte IS ►►liru ► tos c► temperc► t ►uc► c►mbiente y teñic^c►s pc► rn deteetc► r 1^ enzimc► iNOS. En el ctonc►nte joven ►1o se
p ►►do deteetnr Ic► expresió ►i de la ^rizimc►. Si ►1 e ►^►2hc► r-r^o, en los eondroeitos p ►^oeedentes ^el donc►nte c^e x2 c^ños se pi ►do objeti^^c► r
lc► ^^rescncin dc 1^ p ►^otcí► ic► ^ ►2 nl^tulc►s célt ►las.
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apoptosis, quizás inducida por el NO.
Con el fin de estudiar esta posibilidad,
realizamos citometría de flujo para
cuantificar el número de células apop-
tóticas procedentes de 11 cartilagos de
donantes de diversas edades.
En los donantes menores de 50
años, el porcentaje de apoptosis fue
menor del 10%. Los pacientes con eda-
des comprendidas entre 70 y 90 años
mostraron valores que oscilaron entre
el 15 y el 25%. El estudio estadístico de
regresión lineal reflejó una correlación
con una r=0.7814. (Figura 10).
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Figura 10. La apoptosis en los condrocitos articiiIa-
res aumenta con la edad del donante. Se aislaron células
procedentes de cartílagos de donantes sanos de diferentes
edades ^ se procesaron para cuantificar la apoptosis por
FACs.
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El cartí^ago articular muestra una
reducción importante en la celularidad
con el envejecimiento [3, 4, 36, 41, 42],
lo que se presenta como una posible
causa para el desarrollo de la OA, la
enfermedad relacionada con la edad
más común en los humanos. El origen
de este cambio celular relacionado con
el envejecimiento es desconocido.
Durante el desarrollo del cartílago, los
condrocitos sufren una serie de fenó-
menos que incluyen proliferación,
hipertrofia y muerte celular. Partiendo
de esto, la hipocelularidad del cartílago
puede deberse, entre otras causas, a un
defecto en la proliferación de los con-
drocitos o a un exceso de la muerte
celular.
Se han identificado factores regula-
dores diferentes como posibles induc-
tores de distintas funciones en los
condrocitos articulares humanos [28].
La IL-1 es una de las citoquinas más
potentes que estimulan la degradación
del cartílago articular [30-33]. Entre
Óxido Nítrico y condrocitos
sus efectos catabólicos están la esti-
mulación de la síntesis de las enzimas
metaloproteinasas, la producción de
otras citoquinas y la inhibición de la
producción de la matriz extracelular.
En los condrocitos articulares huma-
nos, la IL-1 posee un efecto inhibidor
de la proliferación. Todos los factores
(incluyendo la IL-1, el TNF, el LIF y el
LPS) con capacidad para inducir una
respuesta catabólica y proinflamatoria
estimulan la síntesis del NO [ 15-17].
Por el contrario, el TGF^3, uno de los
factores que estimulan el crecimiento
de los condrocitos y que ayuda a la for-
mación de la matriz extracelular, no
induce la síntesis de niveles aprecia-
bles de NO [ 16, 17].
El primer grupo de objetivos de
nuestro estudio (objetivos 1 y 2) tuvo
como finalidad analizar los mecanis-
mos del efecto inhibidor de la prolife-
ración de los condrocitos inducida por
la IL-1 y, más específ'icamente, el papel
del NO. Los resultados que obtuvimos
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demostraron que el NO exógeno (el
SNP), en bajas concentraciones, inhi-
be la proliferación de los condrocitos
inducida por el TGF^3 o el suero.
Además del NO liberado por los
donantes químicos, el NO inducido por
la estimulación de la IIr 1 inhibió tam-
bién la proliferación celular y fue, al
menos en parte, responsable de los
efectos inhibidores del crecimiento
que posee la IL-1. El NO inhibe la pro-
liferación de los linfocitos, de las célu-
las mesenquimales, de las células del
músculo liso, de los fibroblastos y de
los queratinocitos [14, 87].
Estos efectos antiproliferativos
pueden ser observados con los donan-
tes de NO exógeno y, en algunos de
estos sistemas celulares, el NO es res-
ponsable de la inhibición del creci-
miento inducida por determinadas
citoquinas o por otros agentes. De
modo opuesto, los factores que esti-
mulan la proliferación de un cierto
tipo de célula a menudo inhiben la for-
mación del NO [128].
En el condrocito articular humano,
ninguno de los factores que pueden
incrementar la proliferación celular
estimulan la producción del NO [.16].
Sin embargo, la IIrl es tanto un poten-
te inductor del NO [ 13, 15] como un
irihibidor de la proliferación de los
condrocitos [45]. Basándonos en los
resultados obtenidos con el inhibidor
de la enzima NOS, el NMMA, nosotros
podemos afirmar que los efectos de la
IL-1 sobre la proliferación de los con-
drocitos articulares humanos son
mediados por el NO. En aquellos casos
en que la IL-1 y el NO (liberado por el
SNP o producido por condrocitos en
respuesta a la Ilrl) inhibieron la proli-
Óxido Nítrico y condrocitos
feración de los condrocitos articulares
humanos, no se produjo una inducción
aparente de muerte celular. Este hecho
parece indicar que la inhibición de la
proliferación de los condrocitos media-
da por el NO puede deberse al efecto
celular reversible.
Por otra parte, los resultados de
nuestras investigaciones demuestran
que el NO estimula también la produc-
ción de la PGE2 en los condrocitos,
pero la PGE2 inducida por la Ilrl no
tiene ningún efecto sobre la síntesis de
NO. Finalmente, la PGE2 es un media-
dor de los efectos inhibidores del cre-
cimiento que tiene la IIr 1. Algunos
estudios previosparecen indicar que
los efectos antiproliferativos de la IIrl
pueden estar mediados por la induc-
ción de la PGEz [18].
En la investigación sobre las posi-
bles interacciones entre la PGE2 y el
NO, nos detuvimos a analizar si la
PGE2 era capaz de inducir la síntesis
de NO. Utilizamos distintas aproxima-
ciones experimentales que colectiva-
mente sugieren que la PGE2 no induce
la síntesis del NO y que no es necesa-
ria para la inducción del NO o del
RNAm de iNOS estimulada por la IL-1.
Sin embargo, el NO sí es capaz de indu-
cir la síntesis de la PGE2, probable-
mente debido a su capacidad de acti-
var la isoforma inducible de la enzima
ciclooxigenasa (COX-2) [129]. En
ausencia de otros estímulos, el SNP
provocó la liberación de niveles muy
altos de la PGE2 en los condrocitos
articulares humanos. El inhibidor de la
enzima iNOS, el NMA, redujo los nive-
les de la PGE2 estimulados por la IL-1,
lo que parece indicar que el NO es, al
menos en parte, un mediador de la
inducción de la síntesis de PGE2 origi-
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nada por la IL-1. Esta observación
coincide con la demostración^ de que el
SNP puede activar la enzima ciclooxi-
genasa cuando reacciona con la prote-
ína purificada [ 130]. El descubrimiento
de que el NO es capaz de inducir la
producción de la PGE2 no sólo es
importante para comprender cómo
estas citoquinas inhiben la prolifera-
ción de los condrocitos, sino que ade-
más resulta revelador para entender
otra serie de acciones pro-inflamato-
rias mediadas por la PGE2, que van
desde la inducción del dolor en las
articulaciones, hasta el incremento de
la proteína de ligamiento AP-1 del
ADN.
Además de los efectos inhibidores
del crecimiento celular, el NO es capaz
de inducir citotoxicidad [ 76] . El NO es
un mediador de citotoxicidad inducida
por los monocitos o citoquinas, tales
como el IFN-y, la IL-2, el TNF-OC o el
LPS [88, 89, 92]. En el sistema nervioso
central, el NO mediatiza la neurotoxi-
cidad del glutamato a través de la for-
mación del cGMP [72, 70, 88, 90]. La
toxicidad de la IL-1 para las células no
endocrinas de los islotes pancreáticos
se debe a que es ella quien induce la
síntesis y la liberación del NO, que
resulta altamente tóxico para estas
células [91].
Dado que el NO posee la capacidad
de inducir muerte celular, el segundo
grupo de objetivos de nuestro trabajo
tuvo como fin estudiar el posible efec-
to del NO como inductor de muerte en
los condrocitos articulares humanos.
El presente trabajo supone el primer
análisis de los mecanismos de muerte
celular que pueden ser inducidos en
los condrocitos articulares humanos.
Óxido Nítrico y condrocitos
Demostramos que los condrocitos pue-
den sufrir muerte celular, cambios
morfológicos y ultraestructurales, así
como la fragmentación del ADN carac-
terística de la apoptosis. El análisis de
los estímulos extracelulares reveló que
ninguno, de entre un amplio espectro
de factores reguladores de los condro-
citos, induce apoptosis. La Ilrl^i, el
TNF, el LPS, el IFN-^, y las combinacio-
nes de estas citoquinas, que estimulan
la expresión de mediadores pro-infla-
matorios y de metaloproteinasas, no
indujeron la aparición de apoptosis ni
de necrosis. Sin embargo, el NO fue
capaz de inducir apoptosis en los con-
drocitos. Los radicales de oxígeno, por
el contrario, no provocaron la apari-
ción de la apoptosis, sino que imposibi-
litaron que el NO producido endógena-
mente provocase apoptosis. A raíz de
nuestras investigaciones, hemos obser-
vado que la capacidad del NO para indu-
cir citotoxicidad depende de la concen-
tración.
Son varios los mecanismos que pue-
den justificar los efectos inhibidores y
citotóxicos del NO. El NO puede inhibir
la síntesis de las proteínas y limitar la
respiración mitocondrial [ 131 ]. En los
macrófagos de murinos que producen
óxido nítrico, la actividad de la enzima
iNOS está inversamente relacionada con
la esperanza de vida, y la apoptosis indu-
cida por ^el LPS y el INF-y en estas célu-
las depende del óxido nítrico [ 132, 133] .
Partiendo de la base de que un posi-
ble mecanismo para la inducción de
muerte celular por el NO, en este y
otros tipos de células, es la inhibición
de la enzima aconitasa, se ha sugerido
que el ciclo del ácido tricarbox^lico
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pueda desempeñar un papel importan-
te en este tipo de muerte. Este meca-
nismo interf'iere en el ciclo oxidativo y
de la respiración, hecho que viene a
ratificar la idea de que el óxido nítrico
induce apoptosis en las condiciones de
falta de glucosa que pueden tener
lugar en el medio intraarticular duran-
te la inflamación de las articulaciones.
El líquido sinovial, en particular el de
los pacientes con artritis reumatoide
(AR), se caracteriza por un reducido
p02 y pH, pero muestra un pC02 incre-
mentado, lo que parece indicar un
cambio del metabolismo local aeróbi-
co a metabolismo anaeróbico glicolíti-
co [134].
Un objetivo molecular adicional
para la acción citoestática del NO
puede ser la reductasa ribonucleótida,
una enzima que limita el ritmo de la
síntesis del ADN. Tanto el NO en gas,
como el NO generado por lisados de
macrófagos activados, inhiben la reduc-
tasa ribonucleótida [81, 93].
Por otra parte, el superóxido y el
NO pueden combinarse para formar
un anión de peroxinitrito. El peroxini-
trito inicia la peroxidación de los lípi-
dos, lo que representa un mecanismo
potencial que contribuye a la citotoxi-
cidad mediada por los superóxidos y
por el NO [ 135]. El peroxinitrito tam-
bién puede ejercer efectos citopáticos
oxidando los radicales sulfidrilos de
los tejidos [136]. El NO estimula la
monorribosilación del ADP de la enzi-
ma glicolítico gliceralhído-3-fosfato
dehidrogenasa, provocando una pérdi-
da de la actividad enzimática. Esto es
un efecto citotóxico del NO, suscepti-
ble de convertirse en un mecanismo
relevante de citotoxicidad en aquellos
Óxido Nítrico y condrocitos
casos en los que actúa de forma com-
plementaria con otras acciones inhibi-
torias sobre las enzimas que contienen
radicales de hierro/azufre, como son la
acotinasa y las proteínas del transpor-
te de electrones de la cadena respira-
toria [79]. Los grupos N-terminal de
algunas proteínas pueden ser modifi-
cados por el NO, quizás por la deami-
nación [137]. El óxido nítrico puede
también producir alteraciones genómi-
cas. In vitro, el NO deamina los deoxi-
nucleótidos y el ADN intacto, provo-
cando la rotura de las cadenas de ADN
[138].
En las células del insulinoma de la
rata, la combinación de IL-1, TNF y
IFN-y induce altos niveles de óxido
nítrico, daño de la mitocondria, frag-
mentación del ADN y muerte celular,
cambios que son bloqueados por el
inhibidor de la NOS, el L-NG-monome-
tilo arginina. Aunque la IL-1 por si sola
también induce niveles de NO altos, no
origina apoptosis. La nicotinamida,
que inhibe la ribosilación del ADP y
bloquea los radicales de oxígeno,
imposibilitó la muerte celular sin afec-
tar los niveles de óxido nítrico. El NO
puede, de esta manera, ser necesario,
pero es aparentemente insuficiente
para la inducción de apoptosis en este
sistema celular [139].
La neurotoxicidad del glutamato
afecta al superóxido (140, 141] y al NO
[90]. La neurotoxicidad mediada por el
óxido nítrico se correlaciona con la
activación de la poli-(ADP) ribosa sin-
tetasa, que puede dar lugar a la muerte
celular debido a1 agotamiento de la
beta nicotinamida adenina dinucleóti-
da y al ATP (142]. La benzanidina, un
inhibidor de la poli-(ADP) ribosa sinte-
76
F. J. Blanco
tasa, bloquea la neurotoxicidad media
da por el NO [138]. El NO también
puede deaminar las bases purínicas y
pirimidínicas y dar lugar a mutaciones
y roturas de las cadenas de ADN, que
son un estímulo para la activación de
la enzima sintetasa poli-(ADP) ribosa.
Todos estos estudios no sólo sugie-
ren que existen distintos y específ'icos
mecanismos de muerte celular induci-
do por el NO en los tejidos, sino que
también ponen de relieve la importan-
cia de las interacciones del NO con
otros radicales. Los condrocitos culti-
vados producen radicales hidroxilo,
peróxido de hidrógeno, superóxido y
oxígeno simple en respuesta a la acti-
vación de las citoquinas, ésteres de
forbol o a la anoxia-reoxigenación
[ 143, 144] . Los condrocitos han sido
caracterizados como la fuente princi-
pal NO de origen intraarticular [ 13, 15,
16]. El peróxido de hidrógeno y el
óxido nítrico inhiben la síntesis de los
proteoglicanos en los condrocitos
[ 145] y otros procesos sintéticos,
incluyendo la síntesis total de proteí-
nas y del ADN. Esto está íntimamente
relacionado con los niveles reducidos
de ATP y la ^inactivación oxidativa de
la enzima gliceraldehído 3-fosfato de
hidrogenasa (G3PDH).
El daño por parte de los radicales
de oxígeno intracelular puede,' pues,
producirse a través de la inhibición de
la G3PDH y consecuentemente por la
reducción de la ATP intracelular. Esta
información nos llevó a analizar las
interacciones del NO y los radicales de
oxígeno en la inducción de apoptosis
en los condrocitos. Basándonos en los
efectos de varios donantes de NO exó-
genos, incluidos el SNP, SNAP y SIN-1,
Óxido Nítrico y condrocitos
el NO parece suficiente para inducir
apoptosis en los condrocitos. Los efec-
tos de los donantes de NO son típicos
de la muerte celular apoptótica de
acuerdo con criterios morfológicos,
ultraestructurales y bioquímicos. Los
resultados obtenidos con los donantes
exógenos del NO dif'ieren de los hallaz-
gos con los inductores de la síntesis
endógena del NO. La IL-1, el TNF, el
IFN-y y el LPS, así como las combina-
ciones de estos estímulos que causa-
ron el incremento esperado de la sín-
tesis del óxido nítrico, no redujeron la
viabilidad de los condrocitos, ni indu-
jeron cambios apoptóticos. Los radica-
les de oxígeno generados por el siste-
ma hipoxantina/xantina oxidasa tam-
poco indujeron apoptosis, pero sí baja-
ron los niveles del óxido nítrico bioló-
gicamente activo. El bloqueo de los
radicales de oxígeno dio como resulta
do la inducción de la apoptosis por la
IL-1. Este efecto fue visto con distintos
compuestos, entre ellos el DMSO, el
DMPO, el NAC y la catalasa. Además,
este efecto está asociado al incremen-
to de los niveles de NO en compara-
ción con los medidos en los sobrena-
dantes de las células estimuladas úni-
camente con IL-1. Los cambios apop-
tóticos mostrados con la IL-1 en pre-
sencia de los quelantes de los radicales
de oxígeno dependen del NO, puesto
que el NMA actúa como un agente pro-
tector.
Estos resultados sobre las interac-
ciones de los distintos radicales reve-
lan que el NO es el principal iniciador
de la apoptosis en los condrocitos. La
constatación de que altos niveles de
NO liberados por donantes exógenos
inducen apoptosis, mientras que el NO
producido endógenamente sólo induce
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apoptosis en presencia de quelantes de
los radicales de oxígeno, demuestra
que el balance relativo de los distintos
radicales es determinante para la fun-
ción y la supervivencia de los condro-
citos.
De entre los radicales, el peróxido
de hidrógeno se reveló como más
importante que el superóxido, ya que
fue la catalasa y no la superóxido dis-
mutasa la que propició la aparición de
la apoptosis dependiente del NO e
inducida por la IL-1. Los radicales de
oxígeno indujeron la aparición de
necrosis en los condrocitos articulares
cuando se generaron a partir del siste-
ma hipoxantina/xantina oxidasa. Los
radicales de oxígeno endógenos indu-
cidos por los mediadores inflamatorios
únicamente causaron necrosis en aque-
llas condiciones en que la producción
simultánea de NO estaba reducida.
Por tanto, el tipo de muerte celular
se encuentra determinado por el
balance entre los distintos radicales.
La formación de los distintos tipos de
radicales se ve influida por factores
específicos de los tejidos, entre los que
se incluyen la tensión parcial de oxíge-
no, el pH y los niveles de las enzimas
que bloquean y que producen los radi-
cales. La avascularidad del cartílago
articular y una relativamente baja ten-
sión parcial de oxígeno en el fluido
sinovial favorecen la producción del
NO por los condrocitos activados por
las citoquinas; y estas condiciones
refuerzan la idea de que la muerte
celular programada y mediada por el
NO es un mecanismo central en el
desarrollo del cartílago y contribuye a
los cambios relacionados con la edad
en este tejido.
Óxido Nítrico y condrocitos
Una vez probado que el NO es un
factor con capacidad para reducir la
celularidad del cart^lago articular del
condrocito, y sabiendo que durante el
envejecimiento el número de condro-
citos desciende, el siguiente objetivo
fue estudiar si la expresión de la iNOS,
los efectos antiproliferativos y la capa-
cidad de inducir apoptosis del NO
representan una base para los cambios
relacionados con la edad en los con-
drocitos y en el cartílago articular
humano.
Para llevar a cabo este estudio, uti-
lizamos el modelo de senescencia
celular in . vitro, en el que sabemos
que la capacidad proliferativa de las
células desciende de forma progresi-
va. Demostramos que la regulación de
la expresión de la enzima iNOS y la
producción del NO varían durante la
dediferenciación de los condrocitos,
un proceso durante el cual las células
pierden algunas de las características
específicas de los condrocitos. A con-
tinuación, comprobamos que la expre-
sión de la iNOS en respuesta a la IL-1^3
en los condrocitos primarios se mani-
fiesta como uno de los posibles meca-
nismos para explicar las diferencias
en la regulación del crecimiento de
estas células.
El cambio más notable en la res-
puesta a la IL-1 es la pérdida de su
capacidad para inhibir la prolifera-
ción durante el subcultivo in vitro.
Este efecto se acompaña de la pérdi-
da de su capacidad para estimular la
síntesis del NO. Por el contrario el
TGF^3, que estimula la proliferación
en los condrocitos primarios y que
pierde su capacidad de inducir esta
respuesta durante el subcultivo, es
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capaz de inducir la síntesis de NO en
los condrocitos de los últimos pases
del cultivo. Estos resultados parecían
indicar que el NO podría desempeñar
un papel importante durante el enveje-
cimiento in vivo del cartílago articu-
lar. Para analizar esta relación decidi-
mos medir in vitro el NO en los con-
drocitos articulares de donantes de
diferentes edades. Nuestros hallazgos
confirman que los condrocitos de los
Óxido Nítrico y condrocitos
donantes más viejos sintetizan de
forma espontánea niveles más eleva-
dos de NO. Además, partiendo de la
certeza de que el NO tiene capacidad
de inducir apoptosis en los condroci-
tos, cuantificamos el número de célu-
las apoptóticas en los cartíqagos de
estos mismos donantes. El resultado
fue que los cartílagos de donantes de
edad más avanzada presentan también
mayor número de células en apoptosis.
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CONCL^lSIONES
0 El Óxido Nítrico exógeno, en concentraciones <_ 0.5mM, inhibe la proliferación
de los condrocitos articulares humanos inducida por el TGF^3 y por el suero.
© El Óxido Nítrico induce la síntesis de la Prostaglandina E2, la cual inhibe la pro=
liferación de los condrocitos.
© La interacción del Óxido Nítrico y la Prostaglandina E2 representa un mecanis-
mo por el cual se potencia la respuesta catabólica inducida por la IL-1 en el cartila-
go articular humano.
0 El Óxido Nítrico exógeno, en concentraciones > 0.5 mM, induce la apoptosis en
los condrocitos articulares humanos en cultivo.
© El Óxido Nítrico endógeno sintetizado por la Ilrl, sola o en combinación con
otros inductores de la síntesis de NO como el LPS, TNF-a y el INF-g, no inducen
apoptosis en los condrocitos articulares humanos.
0 La IL-1 en combinación con quelantes de los radicales libres de oxígeno induce
apoptosis que puede ser bloqueada por los inhibidores de la síntesis de Óxido
Nítrico.
Q Durante la senescencia in vitro de los condrocitos, el TGF^i pierde la capacidad
de provocar proliferación celular e induce la síntesis de Óxido Nítrico. La IL-1 pier-
de su capacidad de inhibir la proliferación celular y de inducir la síntesis de Oxido
Nítrico.
0 Algunos de los efectos del TGF^3 y de la Ilrl sobre la proliferación de los con-
drocitos articulares humanos cultivadós in vitro son mediados por el Óxido Nítrico.
0 Durante el proceso de envejecimiento in vivo, el condrocito articular humano
sano incrementa la capacidad de sintetizar Óxido Nítrico en los cultivos in vitro.
^ El número de condrocitos en apoptosis aislados del cartí^ago articular humano
sano se incrementa con la edad del donante.
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